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Roviditeés jegyzék

AB — apoptotikus test

ACE — angiotenzin konvertalo enzim
AECOPD - kronikus obstruktiv tiidébetegség akut exacerbacio
APS - antifoszfolipid szindroma

ATP - adenozin-5’-trifoszfat

BALF - broncho-alveolaris moséfolydék

CD — cluster of differentiation

COPD — kronikus obstruktiv tiidobetegség
CRP — C-reaktiv protein

CTAD - citrat-theophilin-adenosin-dipiridamol
CVD - kardiovaszkuléaris betegség

Cy5 — Cychrom5 (PE-Cy5 konjugatum)

DIC — disszeminalt intravaszkularis koagulaco
EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

EMP — endotél eredetti mikropartikulum

FEV1 - az els6 mp.-ben mért térfogat erdltetett kilégzés kozben
FITC - fluoreszcein izothyocianat

FS — forward scatter (atmend szort fény)

FVC - eréltetett kilégzési vitalkapacitas
HUVEC - human umbilikélis endotelialis sejt
Ig — immunglobulin

ISTH SSC — International Society of Thrombosis and Haemostasis Standardisation sub
Comitee

LPS — lipopoliszaharid

MB — microbead (mikrogyongy)



MHC-I — major hystocompatibility class I.
MP — mikropartikulum

MVB — mikrovezikularis testek

MV — mikrovezikulum

PC — foszfatidil-kolin

PCT — procalcitonin

PE — phycoerythrin

PhE - foszfatidil-etanolamin

PFP — trombocita mentes plazma

PMP — trombocita eredeti mikropartikulum
PPP — trombocita szegény plazma

PS — foszfatidilszerin

PSGL-1 — P-selectin glikoprotein ligand-1
ROC — reciever operating curve

SM — szfingomilein

SC - side scatter (oldaliranyu szort fény)
TF — szOveti faktor

TGFB-1 — transforming growth factor -1
TNF — tumor necrosis faktor

TRAP - trombin receptor aktivald peptid



1. Bevezetés

1.1. Szubjektiv elézmények és indittatas

A mikropartikulumokkal (MP) elészor a PTE AOK Szivgyogyaszati Klinikaval (Dr.
Komacsi Andrés, Dr. Aradi Déniel) kozos ,,DOSER” tanulmanyunk kapcsan végzett
irodalmazéas soran keriltem kapcsolatba [1,2]. Elektiv perkutan koronéria intervencion
atesett betegeknél vizsgaltuk a sztent trombozis és insztent resztendzis megel6zésére
alkalmazott trombocita aggregacié gatlo clopidogrel kezelés soran kialakulo
rezisztencia hatterében allé okokat pl. a gyogyszer metabolizmusaért felelés CYP450
enzimrendszer kiilonb6z6 alcsaladjainak polimorfizmusait; az MDR-1 fehérjét kodolo
gén C3435T, G2677T/A polimorfizmusait. Ez a fehérje végzi a xenobiotikumok jo6
részének sejtbdl torténd eliminalasat, melynek a clopidogrel is szubsztratja. Vizsgaltuk a
clopidogrel kezelés hatékonysagat, hagyomanyos optikai aggregometriaval, P2Y12
receptor funkcionalis teszttel (VASP fehérje foszforilaltsaga aramlasi citometriaval) és a
trombocitdk felszinén a CD4la, CD62P aktivacios markereket [3,4]. Ekkor
beszélgettiink eldszor arrol dr. Magyarlaki Tamds kollégdmmal - késObbi
tarstétmavezetommel - aki sajnos ennek a dolgozatnak a megirasat mar nem élhette meg,
hogy megprobalhatndk az irodalomban fellelhetd adatok alapjan mi is bevezetni az
Intézetben 1évé aramlasi citométeriinkén a MP-ok mérését. 2007-ben Dr. Miihl Diana a
PTE AOK Aneszteziologiai és Intenziv Terdpias Intézetébél néhany érdekes
elektronmikroszkopos képpel keresett meg benninket. A preparatumok szeptikus
betegek trombocita szuszpenzidibol késziiltek. A kérdés az volt, hogy a képeken lathatd
,furcsa” trombocitdk mik is valojaban? Akkori irodalmi ismereteink alapjan mi az
aktivalt trombocitdk mellett, MP-kat véltiink felfedezni ezekben a preparatumokban...
(1. Abra) A kovetkezd megbeszélésiinkon, pedig Utjara inditottuk a MP-ok mérésének
beallitasat és mérését sulyos szeptikus betegcsoportban.
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1.Abra. Szeptikus beteg trombocita szuszpenzidjanak elektronmikroszkopos felvételei (Dr. Seress
Laszld, Kdzponti Elektronmikroszkdpos Laboratérium)

1.2.  Mikropartikulumok - rovid térténeti attekintés

A mikropartikulumokat el6szor Chargaff irta le 1946-ban, precipitabilis faktorként mely
a trombocitamentes plazmaban gyorsitia a trombin képzddést. ,,...az intakt
trombocitaktol mentes plazma rekalcifikacio utan képes trombint generalni. A trombin
képzddés mértéke csokkenthetd a plazma elézetes nagy sebességgel torténd

centrifugalasaval,,. [5].

20 évvel késdbb Wolf ,,trombocita pornak,, (platelet dust) nevezi el, mely a plazma
ultracentrifugaldsa utan képes trombin képzésre. Linedris Osszefiiggést irt le a
vérmintadban jelen 1évé trombocitdk €s a trombocita por mennyisége kozott.
,,-..cléfordul a normdl plazmdaban, szérumban és frakcidiban, abbol szarmazo6 alvadasi
anyag apro részecske forméaban, mely a trombocitakbol ered, de megkiilonboztethetd az

intakt trombocitaktol és iilepithetd nagy sebességii centrifugaléssal.,, [6].

A 90-es évektdl a mérési moddszerek fejlodésének koszonhetden tuddsunk a
,trombocita-porrdl,, kiszélesedett. Ezeket a részecskéket mikropartikulumoknak (MP)
illetve mikrovezikulumoknak (MV) nevezték el [7]. 1994-ben Satta és mtsai a

monocitak lipopoliszaharid (LPS) stimulusa utan prokoaguldns aktivitassal rendelkezd



MP-at mutattak ki [8]. Combs ¢és mtsai 1999-ben HUVEC sejteket stimuldltak TNF-al
(Tumor necrosis factor) és vizsgaltak a keletkezd MP-ok morfoldgiai, immunologiai és
funkcionalis tulajdonsagait [9]. A késdbbiekben kideriilt, hogy in vivo a trombocitdn
kiviil mas sejtekbdl is eredhetnek ¢és nemcsak a keringésben, hanem mas

testfolyadékokban igy a vizeletben, gerincveldi- ¢és iziileti folyadékban, valamint a

nyalban is kimutathatok [10,11,12,13].
1.3. A mikrovezikulumok tipusai

Az eddigi irodalmi adatok alapjan a keringésben kimutathat6 MV-ok lehetnek
exosomak, MP-ok és apoptotikus részecskék. Ezek keletkezésiiket és méretiiket tekintve

lényegesen eltérnek egymastol (2. Abra).

Apoptotikus testek

Exosomak

Microparticulumok

Microvesic
testek Sejtmag

Sejtmag

2.Abra. A vezikulak keletkezésének sémas abrazolasa. Az exosomak létrejétte a mikrovezikularis
testek tartalmanak kivalasztasaval a sejt belsejébdl. A MP-ok lefiizddése a sejtmembranrol (A). Az
apoptotikus testek keletkezése a sejtmag DNS toredezése utan (B). (Sajat abra)
A mikrovezikulumok morfologiai szempontbol is 1ényeges kiillonbséget mutatnak (1.

Tablazat).



1.Téablazat: A mikrovezikulumok legfontosabb tulajdonsagai.

Tulajdonsag
Meéret

Centrifugalis erd

Eredet

Osszetétel

Felszabadulas

Annexin V koto
kapacitas
Markerek

Exosomak
0,03-0,1 pm

100.000 g

Multivezikularis
testekbdl, a sejt
belsejébol
Koleszterin,
szfingomielin, ceramid,
alacsony
foszfatidilszerin
expozicio
Konstitutiv és/vagy sejt
aktivacié utan

Nem/Alacsony

Tetraspanin fehérjék
(CD63, CD9)

Mikropartikulumok
0,1-1,0 pm

~20.000 g
Sejtmembran

Foszfatidilszerin
expozicioé

Sejt aktivacio, magas
nyiréfesziltség,
apoptozis korai fazisa
Magas kot6 kapacitas

Integrinek, szelektinek
és mas az ,,anya” sejtre

Apoptotikus testek
4,0 um-ig

~16.000 g
Sejt fragmentumok

Foszfatidilszerin
expozicié

Az apoptozis késoi
fazisa

Magas koté kapacitas

DNS fragmentumok,
hisztonok

jellemzo fehérjék

1.3.1. Az exosomak

Az exosomak 30-100 nm nagysagu lipid kettds réteggel koriilhatarolt vezikulumok
melyek a sejt belsejében jonnek 1étre. Kialakulasukat a 3. Abra mutatja be. Az eukariota
sejtek az exocitozis segitségével valasztanak ki Gjonnan szintetizalt fehérjéket és
szénhidratokat az extracellularis térbe. Az exocitézis folyamatanak szabalyozd és
jelatviteli szerepe van. A felszabaditas mechanizmusat tekintve létrejohet konstitutiv
(nem Ca®" 4ltal beinditott) és szabalyozott (Ca®" altal beinditott) modon. A konstitutiv
exocitozis minden sejtben el6fordul és szerepe van az extracelluldris matrix
komponensek kivalasztasadban, ill. a transzport vezikuldkba vald beolvadds utan az
Ujonnan szintetizalt fehérjék plazma membranba vald beépiilésében. A szabélyozott

exocitdzisnak elsdsorban a neuroldgiai jelatvitelben van szerepe [14].

Az exocitdzis masik lehetséges forméja a mikrovezikularis testek (MVB) tartalmanak
kiszabadulasa a sejtmembrannal valo fuziondldsuk utan. A MVB endocitozis utidn
jonnek létre, vagyis, az endosomadlis rendszer egyik kivalasztasi mechanizmusat
képezik. Eldszor retikulocitdkban mutattak ki, ahol membran fehérjék eltdvolitasdban
van szerepe a sejt vorosvértestté valo érése soran [15,16]. A retikulocitdkban akarcsak a

tobbi emlds sejt esetében a sejtmembran egy része rendszeresen internalizalodik



endosomdk formajaban, Oranként akar 50-180%-a is [17]. Az endosomak
membranjanak egy része azutdn kisebb vezikulumok forméjaban internalizalodik,

létrehozva a MV B-et.

A mikrovezikularis testek lizozoémékkal valdo egybeolvaddsanak eredményeként a
benniik taldlhato fehérjék és lipidek proteolitikus emésztés utan lebomlanak, ezaltal
transzmembran fehérjéket és folosleges sejtmembrant tavolitanak el a sejt felszinérdl
[18,19]. Az exosémdk lumeniikben és felsziniikon elsdsorban citoplazma eredetii
fehérjéket tartalmaznak: pl. citoplazma fehérjéket (tubulin, aktin, annexinek), jelatviteli
fehérjéket (protein kinazok, G-proteinek), MHC-I molekulakat, h6-sokk fehérjéket (Hsp
70, Hsp 90) [20,21,22]. Az exosdmdkhoz kapcsolt leggyakoribb fehérjék a
tetraspaninok (CD9, CD63, CD81, CD82) [23]. Ezen kiviil tartalmazhatnak még mikro-
RNS-ket és foszfolipideket pl. foszfatidilszerint (PS), azonban ennek mennyisége az

exosomak felszinén kevesebb, mint a MP-ok esetében [24].

Az exosomdk megtaldlhatok a kiilonbozd testfolyadékokban, igy a vérben, vizeletben,
nyalban, szinovialis folyadékban, anyatejben és a tumoros betegek ascitesében is
[25,26,27]. A legtobb sejt képes exosoma kivalasztasra konstitutiv, vagy szabalyozott
moddon a MVB-en keresztiill. Biologiai hatasukat tobbféleképpen is kifejthetik: 1. direkt
kapcsolodéssal a sejtfelszinen 1évé molekuldkhoz 2. vezikuldk endocitézisa 3. a
vezikulum ¢és a sejt membranjanak egybeolvadasa révén [28,29]. Ez a mechanizmus

legjobban jellemzett az immunsejtek (T-, B-, dentritikus sejt, makrofag) esetében [22].

Classic pathway of exosome formation & % % Direct pathway of
exosome formation
plasma membrane % % 3

transmembrane .,
protein e

cytosol

van der Pol E, N. Bding A, Harrison P, Sturk A ,Nieuwland R.Pharmacol Rew, 2012; 64:676-705.

3. Abra. Az exosomak kialakulasa. A sejt két Gton képes az exosomék kivélasztasara. A klasszikus
at (bal oldali): az intralumindlis vezikulum képz6dése utan a MVE membranja beolvad a sejtplazma
membranba, melynek eredményeként az intralumindlis vezikulumok felszabadulnak. Szekrécié utan
ezeket nevezzilk exosomaknak. A direkt Gt (jobb oldal) sorén a felszabaduld vezikuldk az
exosomaktol nem elkiilonithetéen direkt valnak le a plazma membranrél.



1.3.2. Apoptotikus testek

A sejtek az apoptdzis soran, felsziniikon PS-t hordoz6 vezikulumokat szabaditanak fel,
amit apoptotikus testeknek (AB) vagy vezikulumoknak neveznek. Més sejt eredetli
vezikulumokkal szemben a legnagyobb kiilonbség méretiikben rejlik, ami 1-Sum kozott
van. Gyakran tartalmaznak DNS fragmentumokat [20,30,31]. Ez megfelel a keringésben
jelen 1évo trombocitdk méretének. Mivel az aktivalt és az apoptozishoz hasonlo
folyamaton atmend trombocitdk szintén hordoznak PS-t, megkiilonboztetésiik az AB-t6l
ezen, tulajdonsagaik alapjan lehetetlen. Morfoldgiailag heterogénebbek, mint mas
sejteredetl vezikulumok. Az apoptotikus sejtek immunoldgiai szempontbol kétféle AB-t
szabaditanak fel: 1. a sejtmembranbol ereddk DNS-t és hisztonokat; 2. az endoplazmas
retikulumbo6l szarmazok, melyek DNS-t €s hisztonokat nem tartalmaznak, viszont

éretlen cukor-epitopokat hordoznak [32].

Az apoptdzis proteolitikus enzimek — kaszpdzok - kozremiikodésével megy végbe,
melyek specifikus fehérjéket hasitanak a magban és a citoplazmaban, ezaltal inditva el a
sejthalalt. Az apoptdzis aktivalasa végbemehet extrinszik (receptor-medialta) és
intrinszik (mitokondrium-medialta) iton, ami végiil a prokaszpazok aktivalasahoz vezet
(kaszpaz-8, kaszpaz-3) [33]. A kaszpdz-3 kulcs-szerepét ebben a folyamatban az a
megfigyelés is bizonyitja, hogy a kaszpaz-3 deficiens MCF7 (human mellrak)
sejtvonalban membran lefliz6dés nem tud létrejonni [34]. Morfoldgiailag az apoptdzis
soran a sejtek zsugorodnak, a citoszkeleton dsszeomlik és a sejtmag DNS toredezik,
majd a sejt szétesik. A keletkezd apoptotikus testeket a szomszédos sejtek és a
makrofagok gyorsan felismerik és bekebelezik [35]. Az apoptotikus vezikulumok nem
megfeleld eltavolitasa a keringésbdl szisztémas autoimmun betegségek kialakulasahoz

vezethet [32].

1.3.3. A mikropartikulumok

A mikropartikulumok 0,1-1,0 um nagysagu, sejteredetii vezikularis strukturék, melyek
tartalmaznak membran szkeletont, de hianyzik bel6liik a mag és nem rendelkeznek
szintetikus kapacitassal. Felsziniikon sejteredetilk és a mintaelokészités/levalas
figgvényében kiilonb6z6 mennyiségben expresszalhatnak PS-t (International Society on

Thrombosis and Haemostasis; Scientific and Standardization Commitee Meeting;
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Sydney, 2005). Ujabb irodalmi adatok szerint viszont léteznek olyan MP-ok, melyek
felszinlkbn nem expresszélnak PS-t [36,37]. A MP-ok az extracelluléris
mikrokdornyezetbe sejtaktivacio, magas nyiréfesziltseg hatasara, valamint az apoptdzis
korai szakaszdban valnak le a sejtmembranrol fizioldgias és patoldgias korilmények
kozott. Kialakulasuk tehat aktiv folyamat eredménye [29]. Sejteredetiik kimutathato,
mivel az,anyasejt” felszinén talalhato fehérjékb6él magukkal vihetnek, igy
szarmazhatnak a keringésben talalhaté trombocitakbol, neutrofilekbdl, monocitakbol,
limfocitakbol és vorosvértestekbol, valamint az endotél sejtekbdl [38]. A MP-ok
belsejukben hordozhatnak citoplazma és mag (pl. mitokondrium, enzimek,
transzkripcios faktorok, mRNS és DNS) komponenseket [39,40,41]. A keringésen kivdl
megtalalhatok a testfolyadékokban: vizelet, szinovialis folyadek, liquor, kénny, nyal,

anyatej és broncho-alveolaris moséfolyadék [42,43,44,45].

1.3.3.1. A mikropartikulumok kialakulasa

A lipid kettds rétegli sejtmembran foszfolipid Osszetétele €és eloszlasa specifikus: a
foszfatidil-kolin (PC) és a szfingomilein (SM) a membran kiils6 rétegében, mig a
foszfatidil-szerin (PS) és foszfatidil-etanolamin (PhE) a bels6 rétegében talalhato. Ez a
membran asszimetria a sejt szempontjabol elengedhetetlen és ezt komplex
transzmembran enzimatikus egyensuly fenntartasa révén éri el. Sejtaktivacio, apoptozis
és nekrozis sordn a membran elveszti foszfolipid asszimetrigjat, aminek eredményeként
a membran kils6 rétegében PS jelenik meg [46]. A membran foszfolipid asszimetria
szabalyozasat és fenntartasat harom kiillonboz6é enzim tipus végzi: flippaz, floppaz és a
szkrambléz [47]. A flippaz vagy mas néven transzlokaz a sejtmembran kiilsé rétegébol
adenozin-5’-trifoszfat (ATP) felhasznalasaval PS-t és PhE-t szallit a membran belsé
rétegébe. Egy molekula PS vagy PhE szallitasahoz egy molekula ATP-t hasznal fel,
vagyis energia igényes, koncentracié gradiens ellenében torténd folyamat. A floppaz
szintén ATP dependens fehérje, mely ellenkez6 iranyba helyezi at a PC-t és a SM-t,
fenntartva ez altal a membran asszimetriat. A szkramblaz nem specifikus, nem ATP

figgd és mindkét iranyba szallitja a foszfolipideket (4. Abra-A).
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4. Abra. A mikropartikulumok kialakulasa. Nyugvo citoszkeleton (A) és a citoszkeleton atrendezédése
sejtaktivacio utan (B).

A sejt aktivalasa soran az endoplazmatikus retikulumban tarolt Ca** felszabadul,
intracellularis mennyisége nd, ami a flippaz inaktivalasédhoz és a floppaz valamint a
szkramblaz aktivalasdhoz vezet. Ezek eredményeként a membran kiilsé rétegében PS
molekulak jelennek meg és a membran asszimetria eltiinik. A calpain és a gelsolin Ca®*
dependens mddon szintén aktivalodik. A calpain hasitja a hosszu aktin filamentumokat,
a gelsolin pedig az aktint ,fed6,, fehérjéket, ennek eredményeként a fehérjek
citoszkeletonhoz valé horgonyzasa megszakad lehetdvé téve a membran kiboltosulasat
és a MP-ok levalasat a sejtmembranrél (4. Abra-B). Fontos megjegyezni, hogy a PS
megjelenése a kiilsO membran rétegben Aaltalanos tulajdonsdga az aktivalt ill.
apoptozisba atment sejteknek, melynek eredményeként MP-at képesek felszabaditani
[38,48]. A trombocitak esetében a foszfolipid membran atrendez6dés és a PS expozicio
jellemzi a fiziol6gias prokoagulans valaszt. A MP-ok és a felszinén jelen 1évé PS
tovabbi felszint képez a protrombinaz és a tendz véralvadasi enzim komplexek
Osszeszerelodéséhez, ami trombin generalashoz és a véralvadas folyamatdnak
beinditasahoz vezet [48]. Erdekes médon a trombocita eredetii MP-ok felszine 50-100-
szor nagyobb prokoaguldns aktivitassal rendelkezik, mint a normal trombocita felszin
[49]. A membran atrendezédés és MP képzddés fontossagat mutatja a hemosztazis
tertiletén a Scott szindromas betegek példaja. Ebben a ritka 6rokletes, haemorrhagias
betegségben szenvedd egyének (jelenleg 3 ilyen esetet tartanak nyilvan) floppaz
milkodése zavart szenved, aminek eredményeként nem tudjak a PS-t externalizalni,

csOkken vagy eltiinik a MP képzddés, eredménye pedig a kozepes vagy sulyos
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vérzékenység. A Scott szindroméhoz hasonléan az drokletes Castaman szindromaban is
a MP képzddés zavara all fenn, azzal a kiilonbséggel, hogy ezeknél a betegeknél a
protrombinaz képzoédés (aktivitds) nem szenved zavart. A Stormorken szindroma
szintén verzékenységgel jar egyutt annak ellenére, hogy a trombocitak felszinén megné
a PS expozicio és fokozott a MP képzodés. Hatterében az STIM1 (Stromal interaction
molecule 1) gain of function mutécidja all, aminek eredményekent a trombocitdkban a
nyugalmi intracellularis Ca®* szint megemelkedik, agonistakra adott valaszként talzott a
Ca®* bearamlas [50,51,52,102].

1.3.3.2. A mikropartikulumok membranfehérjéi

A mikropartikulumok kialakulasuk soran az ,,anyasejtre” jellemz6 membranfehérjéket
visznek magukkal, melyek lehetnek bioaktiv anyagok, a membranhoz lehorgonyzott
receptorok és adhézios molekulak. Ezek segitségével képesek kdlcsdnhatasba Iépni pl.
kitapadni és beolvadni mas célsejtekhez lehetové téve a sejtek kdzotti kommunikaciot,
biologiailag aktiv anyagok atvitelét. Méréstechnikai szempontbdl is fontos szerepet
toltenek be, mivel jel6lt antitestek segitségével a MP-ok kimutathatova vélnak,
sejteredetik megallapithaté. A 2. Tablazat a MP-ok azonositasara leggyakrabban

hasznalt CD markereket mutatja be.
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2. Téblazat: A MP-ok sejteredetének kimutatasara leggyakrabban hasznalt CD markerek.

Sejteredet Marker Funkcid
Trombocita CD61 - Integrin B3-lanc
GPIIb/lla - CD51-el (vitronectin receptor) - aktivéacio nélkili
sejtadhézio (VWF, fibrinogén, vitronectin,
trombospondin)
CD41 - Integrin allb-lanc, sejtadhézio
GPIIb/1la
CD42a - GPIX — VWF és nagy affinitasu trombin kétShely
GPIb/V/IX
PAC1 - csak az aktivalt trombocitan, specifikus felismerd
GPIIb/llla hely a fibrinogén bekoté hely mellett
Endotél sejt CD31 - trombocita - endotél sejtadhézids molekula
PECAM-1 GPlla-val — trombocita, monocita, granulocita, B, T
sejt — endotelialis adhéziés molekula
CD62E - endotél-leukocita adhézids molekula

E szelektin, ELAM-1

aktivalt endotél sejten, elsésorban gyulladast
kovetéen

Leukocita CD45 - pan leukocita marker
CD13 - granulocita, monocita marker
aminopeptidase N
CD14 - lipopoliszaharid receptor, monocita/makrofag, kis
LPS-receptor mennyisegben neutrofil sejteken

Eritrocita CD235a - glycophorin A (Gly A)

Limfocita CD4 -T sejt aktivécids és HIV receptor, T helper
limfocitdkon, monocitakon, makrofagokon és
dentritikus sejteken

CD8 - TCR ko-receptor, T szupresszor és T citotoxikus
limfocitékon
CD56 - sejt-sejt adhézidban van szerepe, NK sejt marker
NCAM

Roviditések: PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule; ELAM-1: endothelial-leucocyte
adhesion molecule; LPS: lipopoliszaharid; NCAM: neural cell adhesion molecule.

A keringésben kimutathaté MP-ok sejteredetiiket tekintve legnagyobb mennyiségben a
trombocitakbol szarmaznak. Ez koriilbeliil a keringésben 1évé mikropartikulumok 70-
90%-at teszi ki. Lényegesen kevesebb a vordsvértestekbol (5-10%), a leukocitakbdl,
monocitakbol és endotél sejtekbdl (<5%) eredé MP-ok szdma. A limfocitakbol (T sejt,

B sejt) ereddek pedig szinte elhanyagolhatd <1%-ban vannak jelen.

1.3.3.3. A mikropartikulumok életideje a keringesben

A keringésben talalhaté MP-ok mennyisége fligg a keletkezésiik és clearence-uk kdzotti
egyensulytol. Eddig tobb lehetséges mechanizmust is leirtak a keringésbdl valo
eltavolitasukra. Koziilik a legfontosabb a foszfolipazok és protedzok altal torténd
lebontds [53]. Tovabbi lehetéségek: opszonizacid uténi fagocitdzis, PS-dependens

felvétel a mdj Kupffer sejtjei altal, 1épsejtek altali fagocitdzis és a tiidé makrofag sejtjei
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altal valo felvétel [54,55,56]. A trombociték életideje a keringésben kb. 10 nap. Ezzel
szemben a trombocita eredetli mikropartikulumoké egérben 30 perc koruli, mig
nyulakban kevesebb, mint 10 perc [57,58]. Patkdny modellben a vorosvértest eredetii
MP-ok életideje 60 perc és eltavolitdsukban a Iép és a maj vesz részt [59]. Human
vérben trombocita koncentratum beadasa utan a PS pozitiv. MP-ok fél-életideje
hosszabb kb. 5,8 6ra, mig a CD61" trombocita eredetii mikropartikulumoké (PMP) 5,3
ora [60].

1.3.3.4. A mikropartikulumok szerepe

A keringésben taldlhatd6 MP-ok tobb féle mechanizmussal johetnek létre és eredetiik
tekintetében szarmazhatnak tobb sejttipusbol is pl. trombocitdk, endotél sejtek,
eritrocitdk, mononuklearis sejtek. Ennek megfeleléen mind fiziologids, mind
patofizioldgias szempontbol sok fajta szerepet betdlthetnek. A 3. Tablazat a

keringésben talalhato kiilonb6z6 sejteredetli MP-ok szazalékos 0sszetételét mutatja be.

3. Tablazat: A MP-ok szazalékos 6sszetétele a keringésben.

A MP sejteredete Marker A plazmaban talalhat6 %-0s
Osszetétel
Trombocita CD61 70-90%
CD63
CD62P
CD41
Leukocita CD45 <5%
VoOrosveértest Glycophorin A 5-10%
T helper CD4 <1%
T citotoxicus CD8 <1%
B sejt CD20 <1%
Monocita CD14 <5%
Endotél sejt CD62E <5%

1.3.3.4.a. A mikropartikulumok hemosztazisban bet6ltott szerepe

A trombocita eredetti MP-ok (PMP) kifejezett prokoagulans aktivitassal rendelkeznek,
ez fellletegységre vonatkoztatva 50-100-szor nagyobb, mint az aktivalt trombocitak
esetében [49]. A PMP-k felszinén nagy mennyiségben megtalalhatd az anionos PS,
valamint a véralvadasi kaszkad beinditasahoz sziikséges fehérje, a szoveti faktor (TF).
A TF ket formaban talalhaté meg a MP-on: egyrészt latens (,,encrypted”) prokoagulans

aktivitdssal nem rendelkezd, masrészt aktiv (,,de-encrypted”) a koaguldcios kaszkad
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inicializalasara képes formaban. A TF aktivva valasédhoz szlikséges egy diszulfid kotés
hasitasa és a fehérje konformacio valtozdsa, melynek eredményeként kepessé valik a
Vlla faktorral valo komplex képzésre. A komplex pedig kotddik és aktivalja a X faktort
[61]. A TF hordozdé MP-ok trombocitak felszinéhez valo kotddéséhez sziikség van egy
,,dokkolo,, fehérjére. Az aktivalt trombocitdk felszinukon P-szelektint expresszalnak. Ez
a P-szelektin glicoprotein ligand-1 (PSGL-1) receptoron keresztill képes a MP-ok
trombocita felszinhez valé dokkolasara. Az eredmény a MP-ok és az aktivalt
trombocitak fuzidja, melyhez mindkét membran felszinén szikség van a PS
expresszidra és Annexin V-el gatolhat6 [62,63,64]. Az anionos t6ltésii PS és az alvadasi
faktorokon (II, VII, IX, X) talalhatd pozitiv toltésti y-karboxi-glutaminsav domain
kozotti elektrosztatikus kolcsonhatds eredményeként lehetévé valik a véralvadasi
kaszkad beinditasahoz sziikséges komplexek 0sszeszerelddése. A véralvadasi folyamat
soran aktivalodott trombocitdk tovabbi PS pozitiv mikropartikulumokat hoznak létre
[65]. Irodalmi adatok szerint bizonyos MP-ok antikoagulans fehérjéket is hordozhatnak
a felszinukon pl. TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor), Protein C, Protein S,
trombomodulin [66,67].

1.3.3.4.b. A mikropartikulumok és a gyulladas

Az akut gyulladasos folyamatok viszonylag gyors (néhany napos) lefolyasuak, melyet
elsdsorban a vazoaktiv aminok pl. hisztamin, szerotonin, bradikinin ¢és a
komplementrendszer alkot6 elemeinek felszabaduldsa valt ki vélaszként a szervezetet
ért behatasra. A Kkivaltd ok (antigén) fennmaradasa esetén a gyogyulas nem tud
végbemenni és a folyamat atmehet kronikus gyulladasba, melynek lefolyasa elh(z6do,
akar évekig is eltarthat, altalaban maradandd szovetkarosodas kiséri. Mediatorai
citokinek, reaktiv oxigén gyokok, novekedési faktorok és hidrolitikus enzimek. A MP-
ok szamos immunoldgiailag aktiv molekulat szallithatnak, melyek a gyulladas
mediatorainak tekinthet6k és proinflamatorikus tulajdonsaggal birnak. In vitro
kisérletek alapjan a komplement kaszkad aktivalasaval elindithatjdk a gyulladas
folyamatat valamint a leukocitak kitapadasat, gordilését es tovabbi MP-ok levalasat
kiilonboz6 sejtekbol. A trombocita eredetic MP-ok fokozhatjak a mér kitapadt neutrofil
sejtekhez tovabbi neutrofilek kapcsolodasat. Ez a MP-ok felszinén 1évé P-szelektin

kozvetitésével jon létre, mely képes a neutrofilek felszinén 1évé PLGSL-1-hez
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kapcsolodni [68,69]. Képesek arachidonsav széllitasara és atadasara, mely noveli a
monocitak endotél sejtekhez valé kitapadasat [70]. Az arachidonsav transzfer az endotél
sejtekben és a monocitakban COX-2 expresszidt valt ki, mely fokozza a
prosztaglandinok termelését [71,72]. Bizonyos ingerek hatadsara a MP-ban citokinek
halmozodhatnak fel, ahogy az az IL-1B (interleukin-1pB) esetében bizonyitast nyert [73].
A MP-ok gyulladas gatlo tulajdonségokkal is rendelkeznek. A Fas ligandot hordozé
MP-ok immunkompetens B és T sejtek apoptdzisat indithatjak el [74,75]. Az fMLP-vel
(formil-metionin-leucin-fenilalanin) stimulalt polimorfonuklearis sejtekb6l szarmazd
MP-ok fokoztak a TGFB-1 (transforming growth factor-B1) expressziojat
makrofagokban, mely egy gyulladas géatlé citokin [76]. A MP-ok proinflamatorikus
tulajdonsagat tamogatd in vivo bizonyitékok elsdsorban a gyulladasos folyamatokban

mért emelkedett kiilonboz0 sejteredetli MP szamra korlatozodnak. (1. kdvetkezd fejezet)
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1.3.3.4.c. Mikropartikulumok és a betegséegek

4. Tablazat: A kiilonb6z6 sejteredetii mikropartikulumok eléfordulasa és mennyiségi valtozasa
kiilonb6z6 betegségcsoportokban.

Klinikai allapot MP-k sejteredete MP-ok szintje a Hivatkozéas
keringésben
Kardiovaszkularis megbetegedés

Diszlipidémia Trombocita Emelkedett Boulanger et al 77
Endotél Nomura et al 78

Ateroszklerézis Trombocita Emelkedett van der Zee et al 79
Endotél Bernal-Mizrachi et al 80
Monocita Koga et al 81

Werner et al. 82
Leyorer et al 83
Nomura at al 84

Magas vérnyomas Trombocita Emelkedett Preston et al 85
Endotél
Diabétesz mellitusz Trombocita Emelkedett Feng et al 86
Endotél Ogata et al 87,88
Monocita Nomura et al 89,90
Tanetal 91
Omoto et al 92
Akut koronéria szindréma Trombocita Emelkedett Huisse et al 93
Endotél Matsumoto et al 94
Mallat et al 95

Bernal-Mizrachi et al 80,96

Heloire et al 97

Biasucci et al 98
Vérzéses és trombotikus elvaltozasok

Scott szindroma Trombocita Csokkent Sims et al 99
Vorosvértest Bevers et al 100
Toti et al 50
Castaman szindréma Trombocita Csokkent Castaman et al 52,101
Stormorken szindroéma Trombocita Emelkedett Stormorken et al 102
Mélyvénas trombozis és Trombocita Emelkedett Wakefield et al 103
pulmonalis embélia Endotél Chirinos et al 104

Rectenwald et al 105
Buciarelli et al 106

Heparin indukalta Trombocita Emelkedett Hughes et al 107
trombocitopénia Warkentin et al 108
Antifoszfolipid szindréma Trombocita Emelkedett Dignat-George et al 109
Endotél Jy etal 110
Trombotikus Trombocita Emelkedett Jimenez etal 111,112
trombocitopénias purpura Endotel
Paroxizmalis nokturnalis Vorosvértest Emelkedett Hugel et al 113
hemoglobinuria Trombocita Wiedmer et al 114
Kozuma et al 115
Sarlosejtes anémia Vorosvértest Emelkedett Wun et al 116
Trombocita Shetetal 117
Endotél van Beers et al 118
Monocita
Thalassaemiak Vorosvértest Emelkedett Pattanapanyasat et al 55
Trombocita Habib et al 119
Fert6z6 betegségek
Szepszis Trombocita Emelkedett Nieuwland et al 120
Monocita Joop etal 121
Endotél Soriano et al 122
Neutrofil Fujimi et al 123

Ogura et al 124
Mostefai et al 125

HIV fertozés Limfocita Emelkedett Rozmyslowicz et al 126
Trombocita Correlas Medina et al 127
Monocita

Prion betegség Trombocita Emelkedett Robertson et al 128

Més betegségek

Daganatos betegségek Trombocita Emelkedett Toth et al 129
Monocita Tilley et al 130
Tumor Manley et al 131
Endotél Campbello et al 132

Reumatoid artritis Trombocita Emelkedett Knijff-Dutmer et al 133
Limfocita Berkmans et al 134

Umekita et al 135
Barteneva et al. BMC Cell Biology 2013,14:23 alapjan
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1.3.3.5. A mikropartikulumok kimutatasara hasznalt médszerek

Kezdetben a mikropartikulumok Kkimutatasara az ELISA, a szilard fazishoz kotott
(solide phase capture) technikdk, az elektron mikroszkopia, valamint, az aramlési
citometria allt rendelkezésre [136]. Az els6 két modszer elénye, hogy a mintakban jelen
1év6 MP-ok legnagyobb részét detektalni tudja még a legkisebb mérettartomanyban is,
viszont szamukat indirekt mdédon adja meg, csak a felszinhez kotétt markerre pozitiv
részecskéket képes analizélni, aktualis szdmolasukra nem alkalmas. Elektron
mikroszkoppal a MP-ok morfologiailag jol jellemezhet6k viszont, szamuk
meghatarozasara nem alkalmas, idéigényes és koltséges. Az aramlési citometria a
fényszoras és a fluoreszcens festés kombinalasaval alkalmas a kiilonboz6 sejteredetii
MP-ok szadmoléasara, tobb markerrel valo egyidejii jellemzésére, akar funkcionalis
tesztek elvégzésére is. Hatranya a FS (forward scatter — atmend fényszoras) méret
korlatja, ami a lézerfeny hullamhosszabol adodik (488 nm), emiatt a kisméretli (<0,3;
0,5 um) részecskéket nem tudja megfeleléen elvalasztani a hattérzajtol.

Mivel a MP-ok jellemzése, élettani és korélettani szerepének tisztazésa egyre nagyobb
érdeklddésre tart szamot, ezen a teriileten is Uj mérési mddszerek keriltek bevezetésre.
Impedancian alapulé aramlasi citometria (Impedance based flow cytometry) a Coulter
elvet hasznalja fel a MP szam és méret meghatarozasra. Erzékenységét a MP méretéhez
viszonyitva a csatorna mérete hatarozza meg. Alsé detektalasi hatara 300 nm. Hatranya,
hogy nem ad felvilagositdst a MP-ok sejteredetérdl, morfologiajarol és biokémiai
Osszetételérol [137,138].

AFM (atomic force microscopy) atomi erd mikroszkopia a szubmikron (<1 nm) méretii
részecskék detektaldsara kidolgozott magas felbontasu pasztazd mikroszkopia. Az AFM
egy tartokar és ultra vékony hegyii-tii segitségével képes a minta feliletét fizikai
kontaktus nélkiil pasztazni. A hegyben kifejtett eré valtozik a felszin magassagbeli
kilonbségével, mely a tartokar elhajlasat eredményezi. A tartdkart lézerfénnyel
vilagitjak meg, mely az elhajlas alapjan megadja az aktuélis poziciot és a képalkoto
software segitségével a felszin 3 dimenzios képét. A fiiggéleges felbontdsa <1,0 nm,
oldalso felbontasa pedig 3,0 nm. JOl hasznalhaté a MP-ok fizioldgias allapotban vald
relativ mereteloszlasanak vizsgalatara <5um mérettartomanyban is. Ha a felszint a
minta hozzaadasa el6tt kiillonboz6 antitestekkel vonjak be a modszer fenotipizalasra is

alkalmas. Mivel a MP-ok antitesttel bevont felszinhez valé kotddésének hatékonysaga
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ismeretlen, a MP koncentrécié pontos meghatarozésa bizonytalan. Hatrdnya még, hogy
iddigényes és koltséges [139,140].

TEM (transmission electron microscopy) mikroszkopia a képalkotashoz fotonok helyett
elektronokat hasznal. Mivel az elektronok hullamhossza harom nagysagrenddel
révidebb, mint a lathatd fenyé, a TEM felbontdsa <1 nm. Alkalmas a MP-ok méretének
és morfoldgidjanak meghatarozasara. Mivel azonban a mérés vakuumban zajlik
szllkséges a mintak fixacioja és dehidralasa, ami befolyasolhatja a fent emlitett két
tulajdonsagot. A mintaelokészitéstol jelentdsen fligg a méreteloszlas, ezért koncentracid
meghatarozasra nem alkalmas. Immuno-gold jel6léssel biokémiai informaciok
nyerhet6k a MP-rol. 1d6igényes és koltseges [141].

NTA (Nanoparticle tracking analysis) a részecskék abszolut méreteloszlasat meri 50nm
- 1um tartomanyban. A folyadékban 1év6 részecskék 1ézerfénnyel vannak megvilagitva,
a fényszorast optikai mikroszkoppal detektaljak. A fényszords kovetkeztében a
részecskék kis fényes pontokként lathatok, melyek a Brown mozgéasnak megfeleléen
mozognak. Az egyedi részecskék mozgasat néhany percen at vide6 sorozattal rogzitik,
majd képértékeld software segitségével kiszamitjak atlagos sebességiiket. Ismert méretii
meghatarozhatd. Hatranya, hogy 50 nm alatti részecskék nem detektalhatok, a MP-ok

sejteredetérol és biokémiai Osszetételérdl nem ad felvilagositast [142].
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2. Célkituzések

Laboratériumi célok:

e Arendelkezésre all6 irodalomi adatokbol kiindulva stabil modszer kidolgozasa a
mikropartikulumok izolalaséra és Beckman-Coulter FC500 aramlasi citométeren

vald mérésére

o Kontroll csoport kialakitdsa, a mddszer tesztelése egeszséges onkenteseken,

referencia tartomany kialakitasa céljabol
Klinikai célok:
e A mikropartikulumok klinikai jelentéségének vizsgalata szeptikus betegekben

e A mikropartikulumok klinikai jelentdségének vizsgalata COPD-s betegekben,

=z,

kilonos tekintettel a stabil és a betegség exacerbacidjaban szenvedd betegekre
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3. Anyag és modszer

3.1. Mintakezelés

A mikropartikulum méréseket mas laboratoriumi vizsgalatokhoz hasonléan jelentésen
befolyasolhatjdk a preanalitikai valtozok. lde tartozik a helyes vérvétel, melyet az
ajanlasoknak megfelelden a konyokhajlati vénabol, 19-21G-s méretii tiivel, a véna minél
kevesebb ideig torténd leszoritasaval kell elvégezni. Az elsé 3,0 ml vért akércsak a
véralvadasi vizsgalatok esetén nem hasznaljuk fel a méréshez: a TF-al valo
szennyezddése, a lehetséges kontakt aktivacio és a szdvetnedvvel torténd felhigulasa
miatt. Fontos a megfeleld antikoagulans kivalasztasa. A MP mérésekhez leggyakrabban
hasznalt antikoagulans a pufferolt Nas-citrat, mely Ca** kelator, ezaltal ex vivo
hozzaférhetetlenné teszi a Ca®*-ot a véralvadasi rendszer szamara és megakadalyozza a
membran foszfolipidek atrendezddésében, a rendszerbdl valdé elvonasa igy
megakadalyozza a MP-ok képz&dését [144]. Az EDTA er8s Ca®* kelator, ennek ellenére
képes elinditani a trombociték P-szelektin fiiggd aktivalasat. A mintavételi csében jelen
1évé magas K koncentracio hatasa a MP-ra jelenleg nem ismert. Ezért az EDTA-s
mintavételi csovek hasznalata a MP mérésekhez nem ajanlott. Az EDTA-hoz hasonléan
nem ajanlott a heparin alvadasgatloként valo hasznalata sem. Egyrészt a trombocitak
aktivaciojara és aggregaciojara valé hatasa miatt, masrészt, mivel nem Ca®* kelator nem
képes megakadalyozni vérvétel utan a trombocitakbol valo MP képzddést. A heparinos
mintabol igy szignifikdnsan magasabb Annexin V pozitiv MP mutathaté ki, mint a
citratosbdl [145,146]. A CTAD (citrat-theophilin-adenosin-dipiridamol) alvadasgatld
MP  mérésekre valé hasznalataval kapcsolatos eddigi irodalmi adataink

ellentmondésosak, a hirudinnal kapcsolatban pedig nincs elegend6 adat [147].

A fenti irodalmi adatok figyelembevételével a mintavétel a kontroll és a beteganyag
esetében konyokhajlati vénabol, rovid leszoritds utdn 21G-s tiivel (Becton Dickinson)
2,7 ml-es 3,8% (0,129 M) Nas-citrattal alvadasgatolt (Becton Dickinson) zart vérvételi
rendszerii mintavételi csovekbe tortént. Az els6 3 ml vér nem keriilt felhasznalasra. A

mintak azonnal szallitasra kertltek és egy oran belul feldolgoztuk éket.
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3.2. A mikropartikulumok izolalasa

A MP-ok izolalasara jelenleg nincs egységes modszer. Centrifugalasi idok és erdk
tekintetében is szdmos modszer terjedt el. Egy részik csak trombocita szegény (PPP) és
mentes plazma (PFP) elérésére torekszik, mas részik Ulepiti is a MP-at (5. Tablazat).
Ennek kovetkeztében az elemezni kivant MP-ok mennyisége és dsszetétele sejteredet

szempontjabol is jelentdsen valtozhat.

5. Tablazat: A mikropratikulumok izolalasara hasznalt médszerek.

Szerzé PPP+PFP MP pellet izolalas
Bir6 et al. 1550Xg, 20 min 18.000Xg, 30 min
Dignat-George et al. 1500Xg, 15 min -

13.000Xg, 2 min
Freyssinet et al. 1500Xg, 15 min -

13.000Xg, 2 min
Jimenez et al. 200Xg, 10 min -

1500Xg, 7 min
Nomura 1500Xg, 20 min -
Shet et al. 13.000Xg, 10 min 100.000Xg, 60 min
Sinauridze et al. 1500Xg, 15 min 100.000Xg, 60 min

10.000Xg, 10 min
J Thromb Haemost 2004;2:1842-3.

Roviditések: PPP: platelet poor plasma (trombocita szegény plazma); PFP: platelet free plasma
(trombocita mentes plazma); MP: mikropartikulum.

A trombocita szegény és mentes plazma még tartalmazhat trombocitakat, - melyekb6l
az allas soran tovabbi MP-ok keletkezhetnek - ill. sejttérmeléket, melyet tévesen MP-
ként azonosithatunk. Ezen hibalehetdségek elkertilésére dolgoztunk ki médszert a MP-

ok izolalasara.

A MP-ok izolalasahoz az elsé centrifugalas 800Xg-vel 20 perc szobahémérsékleten
torténik, melynek eredményeként trombocita dds plazmét nyertink. 1,5 ml feltluszét
egy masik centrifugacsébe visziink at és 1500Xg-vel 20 percig Ujra centrifugaljuk. Az
igy nyert trombocita szegény plazmabol 1,0 ml szupernatanst 0j teszt csébe visziink at
és tovabbi 20 percet centrifugaljuk 1500Xg-vel. A sejtmentes plazma felllisz6janak
500 pl-ét Eppendorf cs6be vissziik at és a MP-at 18.000Xg-vel Ulepitjik 10 percig. A
szupernatanst ovatosan eltavolitjuk a pelletrdl ugy, hogy 25 pul plazmat az Eppendorf
csO aljan hagyunk. A MP-at 20 sec-ig torténd vortexeléssel dvatosan reszuszpendaljuk,
majd 1,0 ml CaCl,t nem tartalmaz6 Apo-binding pufferbe vesszik fel (10 mmol/I
HEPES, 5 mmol/l KCI, 1 mmol/l MgCl,, 136 mmol/l NaCl, pH=7,4. A HEPES Sigma-
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Aldrich KFT, Budapest, Magyarorszag, mig a tobbi analitikai tisztasagu reagenst a
Reanal KFT, Budapest, Magyarorszag szereztik be).

3.3. A mikropartikulumok mérése

A MP-ok mérésere jelenleg nincs egyseges és standardizalt mérési moddszer. A
kiilonb6z6 mérési modszerekkel mért eredmények nehezen 6sszehasonlithatdak. A
leginkabb elterjedt mérési modszer az aramlasi citometria. Nagy elénye, hogy a MP

szam megadasa mellett egyszerre képes jellemezni a kiilonb6z6 eredetti MP-Kkat.

Az aramlasi citométer egyszerre képes mérni majd elemezni egyetlen részecske
(&ltaldban sejt) tobbszoros fizikai tulajdonsagat, ami egy folyadék aramban halad at egy
fényforras el6tt. A mért jellemzOk magukba foglaljdk a részecske relativ méretét,
szemcsézettségét és belsd komplexitasat valamint relativ fluoreszcencia intenzitasat. Az
aramlési citométer 3 {6 részbdl all: fluidika vagy folyadék rendszer, optika és
elektronika (5. Abra).

e A folyadék rendszer biztositja a részecskék egyenkénti athaladasat a lézer fényforras
elétt. Ezt egy kopenyfolyadék segitségével valdsitja meg melynek aramlési sebessége
nagyobb, mint a beinjektalt mintaé, ez altal fokuszalja azt (hidrodinamikai fokuszalas).
e Az optikai rész a lézer fényforrast (egy vagy tobb) foglalja magaba, mely a minta
aramban megyvilagitja a részecskéket valamint az optikai filtereket, melyek a keletkezd
fényjeleket a megfelel6 detektorhoz iranyitjak.

e Az clektronikai rendszer, pedig az érzékelt fényjeleket alakitja at elektronikus jellé,

feldolgozhatdva téve igy a szamitogép szamara.

Kopenyfolyadek

5. Abra. Aramlasi citométer felépitése.
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A lézerfényforras eldtt athalado részecske a fényt minden irdnyban szorja. Ezt a szort
fényt a kiilonboz6 iranyban elhelyezett detektorok fogjak fel. A fényforassal atellenben
elhelyezett detektor az atmend szort fényt (forward-scatter /FS - atmend szort fény)
fogja fel, ami aranyos a részecske méretével. Ez a detektor altalaban az 1-70°-ban
sz0rodo fényt érzékeli a készilék felépitésétdl fiiggden. Minél nagyobb ez a gyiijtd szog
annal nagyobb a készulék FS érzékenysége. Az oldaliranyl szort fényt (side-scatter /SC
— oldaliranyu szért fény) a lézerhez képest egy 90°-ban elhelyezett detektor érzekeli
(gyljtési szoge 47-133°), mely a részecske szemcsézettségérdl és Osszetettségérdl ad
felvilagositast. A legtobb aramlési citométer 3 mérettartoményban képes méréseket
végezni: az 1-15 um nagysagrendben, mely a vér sejtes elemeinek felel meg, a 0,1-1,0
pum mikropartikulum és baktérium mérettartomany valamint a 20-50 (akar 100) pm
nagysagrendii tumorsejtek és sejtvonalak. Az aramlasi citométer a FS és SC jeleken
Kivil képes fluoreszcens jeleket is detektalni. Az emisszids jel a monoklonalis
antitesthez konjugélt fluoreszcens molekulardl szarmazik. A monoklonalis antitest a
részecske felszinén 1évé CD (cluster of differentiation) molekuldkat ismeri fel. A
fluoreszcens molekuldk a Iézerfény hatdsara gerjesztddnek ¢és magasabb
energiaallapotba kertilnek. Az alapéllapotba val6 visszatérésik soran fényenergiat
bocséajtanak ki magasabb hulldmhosszu fény forméajaban. A fényjeleket a fluoreszcens
csatorndkon fényelektromos sokszorozd (photomultiplier) csovek detektaljak, az
elektronikai rendszer pedig atalakitja a szamitogépes feldolgozashoz. A kapott jelek un.
dot-plot-ok és histogramm-ok formajaban abrazoldédnak. A részecskék egyszerre tobb
flouroforral valo jelolése lehetdvé teszi, hogy egyszerre tobb tulajdonsagukat is
vizsgéljuk. A kereskedelemben jelenleg tobb fajta d&ramlési citométer van forgalomban
kulonbozé érzékenységgel és jellemzokkel a MP mérés tekintetében. A legtdbb
forgalomban 1év6 citométer FS méret detektalasi kiiszobe 0,5 pm korll van a lézer
fényforras hulldmhossza miatt (488 nm), ezért a fenti méret alatt a régi tipusu aramlasi
citométerek mar nem tudnak kiilonbséget tenni a részecskék kozott. Kovetkezményként
a MP populécidk csak egy részet tudjak detektalni (MP mérettartomany 0,1-1,0 pm
kozott). Az Gjonnan forgalomba keriilt Beckman Coulter Gallios™ és Apogee A50
nagyobb FS gylijtdszoge lehetévé teszi a MP részecskék kisebb meérettartomanyban
val6 pontos elkilonitéseét is [148,149,150,151,153].
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Intézetlinkben a MP mérések bedllitdsat egy Beckman Coulter FC500 késziiléken
vegeztik. Két lézerfényforrassal rendelkezik: keék argon-ion lézer (488 nm) és egy
opcionalis voros szilardtest Iézer (633 nm). A fluoreszcens jeleket 5 fluoreszcens
csatornan detektalja: FL1=521nm/40, FL2=575nm/40, FL3=620nm/20, FL4=675nm/40,
FL5=755nm/40. Az FS detektor gyiijté szoge 2-16°, ami nem teszi lehetévé a 0,4 pm
alatti részecskék pontos elkilonitését a fény és elektromos hattérzajtol.

Munkéank elkezdésekor a MP-ok &ramlasi citometrids mérésére nem allt rendelkezésre
standardizalt mérési modszer. A késobbiekben az ISTH (International Society of
Thrombosis an Hemostasis) egy ajanlést fogadott el, amelyhez az altalunk kidolgozott

tobblépcs6s modszer nagymértékben hasonlit [152,153].
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SAJAT MODSZERUNK OSSZEFOGLALASA

3.3.a. A CD markerek és fluoreszcens jel6lések kivalasztasa

6. Tablazat: A mérésekhez kivalasztott CD markerek, sejteredetiik, fluoreszcens jeldlésiik a
gyarté megnevezésével.

CD marker Sejteredet Fluoreszcens  Gyarto
jelolés

CD61 (GPIIb/11a) Trombocita FITC Beckman-Coulter
CDA41 (GPIIb/11a) Cy5 Becton-Dickinson
CD42a (GPIb/V/IX) FITC Becton-Dickinson
PAC1 (GPIIb/Ila) FITC Becton-Dickinson
CD31 (PECAM-1) Endotél sejt PE Becton-Dickinson
CD62E (ELAM-1/E-szelektin) PE Becton-Dickinson
CD45 Pan leukocita FITC Beckman-Coulter
CD13 (Aminopeptidaz N) Leukocita PE Beckman-Coulter

(neutrofil, eozinofil,
bazofil, monaocita)

CD14 (LPS-R) Monocita PE Beckman-Coulter

CD235 (Glycophorin A) Vorosvertest PE Becton-Dickinson

CD56 NK, LGL sejt Cy5 Becton-Dickinson

Annexin V Altalanos, PS-hez FITC, Cy5 Becton-Dickinson
kotodik

Egér 1gG1 Izotipus kontroll FITC, PE, Cy5 Becton-Dickinson

Roviditések: FITC: fluoreszcein izothyocianat; PE: phykoerythrin; Cy5: Cychrom5 (PE-Cy5
konjugatum); Ig: immunglobulin; LPS-R: lipopoliszaharida receptor, NK: natural killer; LGL: large
granular lymphocyte, NCAM: neural cell adhesion molecule; PECAM-1: platelet endothelial cell
adhesion molecule.

3.3.b. A mikropartikulum méretkapu meghatarozasa

A MP méretkapu meghatarozasdhoz - melynek létrehozdsa a valddi események
elkllonitéséhez szlikséges az elektromos hattérzajtol és a hattért6l - FITC-el jelolt 0,3-
0,5-0,9 um atmér6ji polisztirén mikrogyongyoket hasznaltunk (a SoftFlow KFT, Pécs,
Magyarorszag ajandéka). A FS, SC és fluoreszcens csatorndkat logaritmusos skalara
allitottuk. A MP-ok szdmanak meghatarozasahoz ismert koncentréaciéji (1x10°/ml) 3um
atmérdji szamlald mikrogyOdngyoket hasznaltunk (Becton-Dickinson, Magyarorszag)
(6. Abra).
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7. Abra. MP méretkapu meghatarozasa mikrogyéngyok segitségével. Réviditések: MB: microbead; MP:
mikropartikulum; FS: forward scatter; SS: side scatter.

28



A MP méretkapu als6 hatardt a 0,5 pm-es gyongy alsé részénél hatdroztuk meg
(kiiszdb) mivel az FS/SC hisztogramon az ez alatti mérettartomanyban a 0,3 és 0,5 um
nagysagu mikrogyongyok atfedést mutatnak, vagyis itt a citométer mar nem tudna
egyenként elkuloniteni a MP-kat. A méretkapu felsé hatarat a 0,9 pum-es mikrogyongy
fels6 és kiils6 részénél hataroztuk meg. Ebben a MP méretkapuban a puffer és a MP-ot
tartalmazo minta elvalik a hattért6l és az elektromos hattérzajtol. A MP méretkaput a

késébbi mérések soran autogate-ként hasznaltuk (7. Abra).

3.3.c. A mikropartikulum méretkapun belll az AnnexinV pozitiv

mikropartikulumok meghatarozasa

A MP méretkapun belul MP-ként hataroztuk meg azokat az eseményeket melyek a
fluoreszcensen jel6lt AnnexinV-vel pozitivak és fluoreszcencia intenzitasuk az izotipus
kontroll és a mintat nem tartalmaz6 puffer felett van. Kiilonb6z6 sejteredetic MP-ként
hataroztuk meg a méretkapun belil AnnexinV™ és az adott sejtre jellemzd CD markerrel
pozitiv eseményeket, melyek fluoreszcencia intenzitasa az izotipus kontroll és a mintéat
nem tartalmazo puffer felett van (8. Abra). A méretkapun belili 6sszMP szamot is

(AnnexinV*/AnnexinV") minden esetben meghataroztuk.
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8. Abra. AnnexinV" események meghatarozasa a MP méretkapun beliil az izotipus kontroll
levonasa utan. AnnexinV, trombocita (CD61) és endotél (CD31) marker” MP-ok.
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A mikropartikulum szdm kiszamitasara az alabbi képletet hasznaltuk:
MP szam (10°/ml) = (AnnexinV* MP események széama a méretkapun beliil/ Szamlalé

gyongy események szama) X szamlalo gyongy koncentracidja

3.3.d. A fluoreszcensen jelélt CD markerek optimalis jel6lési

koncentracidéjdnak meghatarozasa és a mikropartikulumok jeldlése

ey

A fluoreszcens jelolésit CD markerek optimalis jel6lési  koncentracidjanak
mellyel megjeldltik a MP-ot nem tartalmazé Apo-puffert és a MP mintat. Optimalisnak
tekintettlk azt az antitest jel6lési koncentraciét, ahol a MP-t tartalmazé minta
eseményszama tisztan elkiilonithetd volt a puffertol és az izotipus kontroll hattértdl. Az
antitesttitralast az AnnexinV Cy5 markeren keresztil mutatjuk be. Az antitest
koncentracidja 12pg/ml. Ezt 10x-re higitottuk melybdl 4-8-10pl-t hasznaltunk a
jeloléshez. Az optimalis antitest jelol6 koncentracio 10pl a 10x-es higitasu antitestb6l

(9. Abra). Az AnnexinV esetében a jeldlést CaCl,-ot tartalmazé és mentes pufferben is

elvégeztik.
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Az eddigiek alapjan tehat MP-nak tekintettink minden olyan esemeényt, mely az
altalunk meghatarozott MP kapuba esett, AnnexinV-el jel6lodott és fluoreszcencia
intenzitdsa meghaladta az izotipus kontrollét. A  MP-ok sejteredetének

-z

CD markert hasznaltuk.

A MP jel6léshez az izolalt Apo-binding pufferben felvett mintabol 10ul-t jeléltink
100ul 2,5mmol/l CaCl,-al kiegészitett Apo-binding pufferben, az el6zbleg optimalis
jelolokoncentracidra higitott 10ul végtérfogatban felvett antitesttel. A mintak jelolése
30 percig sotétszobaban, szobahdmérsékleten tortént. Az eredmények kiértékelése CXP

sofware segitségével tortént.
3.4. Pozitiv és negativ kontroll mérése

Pozitiv kontrollként egészséges onkéntesektdl gyiijtott trombocita das plazma kalcium
ionophore-al A23186 (Sigma Aldrich, 25 pmol/ml) vald stimulaldsa utén izolalt MP-at
hasznaltunk. A kalcium ionophore hatésara megemelkedik az intracellularis Ca** szint,
mely a floppaz aktivalasahoz és a membran foszfolipid asszimetria elvesztéséhez vezet.
Ennek eredményeként nagy mennyiségben keletkeznek trombocita eredetic MP-ok.
Negativ kontrollnak AnnexinV-el jel6ltik a MP-at 2,5 mmol/l EDTA (etilén-diamin-
tetraecetsav) jelenlétében. Az EDTA kelatképzé tulajdonsaganak koszonhetéen a
kalciumot elvonja a rendszerbdl, ennek eredményeként az AnnexinV nem tud koétdni a

MP-ok felszinén 1év6 PS-hez, igy nincs jel616dés.
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3.5. Reprodukalhatosag

A modszer reprodukalhatosaganak tesztelése érdekében két Onkéntes egészséges

egyént6l két kiilonbozo idépontban vettiink le harom-harom mintat. A mintak izolalasat,

CD markerekkel valo jelolését és mérését egymas utan végeztiik el (10-12. Abrak, 7-8.

Tablazatok).
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10. Abra. Két kontroll hdrom egymaés uténi izolalas és mérés — AnnexinV jelolés.
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11. Abra. Egyes szamu kontroll esetén harom parhuzamos izolalas, jel6lés és mérés utan az 6ssz

és a kiilonb6zé CD markerekkel jel616d6 MP mennyiségek.
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7. Tabléazat: Egyes szdmu kontroll, a moédszer reprodukalhatésaga: mintavétel, izolalas,
jelolés, mérés — variacios koefficiens szamitas.

Kontroll 1 Atlag Szoras VK%
Annexin V* 7,05 0,53 7,63
0sszMP

CD61 5,14 0,64 12,63

CD31 2,77 0,27 9,81

PAC-1 1,30 0,12 9,59

CD42a 4,16 0,32 7,76

CD14 0,20 0,04 20,4

CD45 3,79 0,57 15,0

CD13 4,51 0,39 8,79

GlyA 0,31 0,05 16,2

CD56 4,46 0,63 14,17

25

=1 izolalas

= 2 jzolalas

3izolalas

-
o

X10*5/ml

-

0,5 -

Ossz-MP  CD61 CD31 PAC-1 CD42a cD14 CD45 CcD13 GlyA CD56

12. Abra. Kettes szami kontroll esetén harom parhuzamos izolalés, jelolés és mérés utan az 6ssz
¢s a kiilonb6z6 CD markerekkel jel616d6 MP mennyiségek.
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8.Tébléazat: Kettes szamu kontroll, a médszer reprodukalhatdésaga: mintavétel, izolalas,
jelolés, mérés — variacios koefficiens szamitas.

Kontroll 2 Atlag Szoras VK%
Annexin V* 2,03 0,09 4,56
0sszMP
CD61 1,99 0.08 3,82
CD31 0,63 0,08 12,66
PAC-1 0,53 0,07 13,07
CD42a 1,72 0,06 3,23
CD14 0,06 0,01 19,67
CD45 1,76 0,14 8,18
CD13 1,52 0,30 20,07
GlyA 0.24 0.02 6,17
CD56 1.58 0,18 11,58

3.6. A mintavételtol eltelt idé befolyasa a mért mikropartikulum

mennyisegekre

Megnéztiik, hogy a mintavétel ideje utan az izolalas idépontja mennyiben befolyasolja
az 0ssz és a kiillonboz6 CD markerekkel jelolodé6 MP-ok mennyiségét. Az azonnal
izolalt és az 1 0ras idébeli eltolodassal nyert MP-ok szamaban nem lathato szignifikéans
kiilonbség (13. Abra).

6 1 u [zolalds-0h

5 Izolalas-1h
E 4
£
4
5 3
i
>

2 -

1 - j

1 — il
BsszMP  CD61 CD31 CD13 CD42a PAC1 CD14 GlyA CD45 CD56

13. Abra. A mintavétel utin azonnal és 1 oras kiilonbséggel izolalt dssz és kiilonbozé
CD markerekkel jel616d6 MP mennyiségek.
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4. A modszer alkalmazasa betegeken

4.1. Kontroll csoport kialakitasa, referencia tartomany szamitas, a

modszer tesztelése

A Kkontroll csoportot 20 dnkéntes, egészséges egyénbdl alakitottuk ki. Nem szerinti
megoszlasuk: 10 férfi és 10 nd. Eletkoruk medianja 57 év (25-75 percentilis: 49-63).
Eletkor tekintetében bevélasztdsi szempontként a késébb vizsgalni kivant
betegcsoportjaink életkorat vettlik figyelembe, ahhoz alakitottunk ki hasonl6 életkord
kontroll csoportot. Kizar6 kritériumnak tekintettik az akut infekciot, az anamnézisben
elé6forduld ismert hematoldgiai betegséget, citosztatikus kezelést az elmalt 3 hdnapban,
nagy dozisl, hosszan tartd szteroid kezelést, a trombocitak funkcidjat befolyasold
gyogyszerek (pl. acetil-szalicilsav) szedését, vér transzflzio vagy disszeminalt
intravaszkularis koagulacd (DIC>5 score-al) el6fordulasat az el6z6 néhany hénapban,
valamint diagnosztizalt antifoszfolipid szindrémat (APS). A kontroll csoportban mért
ossz és kiilonbozd CD markerekkel jel6l6dd MP mennyiségek atlagat a 14. Abra
mutatja be.

3.5 4

2,5 -

X10%/ml

1.5 4

0.5 -

14. Abra. A kontroll csoportban mért dssz és kiilonbozé CD markerekkel jelolddé MP mennyiségek
atlaga.

A kontroll csoport ndk és férfiakra vald bontdsa utan kapott 9ssz és a kiilonb6zé CD

markerekkel jel516d6 mikropartikulum mennyiségek atlagat a 15. Abra mutatja be.
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15. Abra. A MP mennyiségek atlag értékének megoszlasa a kontroll csoporton beliili nék és
férfiak kozott.

A kontroll csoportban mért MP mennyiségek eloszlasa nem mutat Gauss eloszlast, ezért
a referencia tartomany kialakitdsdhoz az X+/-1,96 SD (X:atlag, SD:standard deviacio)
képlet nem alkalmazhat6. Helyette a nem normal eloszlas esetén hasznalt percentilis
eljarast alkalmaztuk (medién, 25% és 75% percentilis). Az igy kapott referens értékeket
a mert MP-ok vonatkozasaban a teljes kontroll csoportban, valamint nemek szerint a 9.

Tablazat mutatja be.
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9. Tablazat: Referencia tartomany (median, 25% és 75% percentilis megadasaval) a teljes
kontroll csoportban valamint a kontroll csoport bontasa utan a nék és a férfiak kozott. Az
értékek MPx10°/ml-ben megadva.

CD Kontroll csoport Nok Férfiak
marker n=20 n=10 n=10
Median 25 - 75% Median 25 - 75% Median 25 - 75%

MPx10%/ml percentilis  MPx10%/ml percentilis MPx10%/ml percentilis
Ossz MP 2,20 (1,14 - 5,98) 2,03 (1,24 - 3,70) 2,67 (1,14 - 4,85)
CDe61 2,11 (1,08 - 5,87) 1,94 (1,19 - 3,65) 2,57 (1,08 - 4,70)
CD41 1,51 (0,69 - 5,39) 1,44 (0,83 - 2,46) 1,84 (0,69 - 3,35)
CD42a 0,21 (0,05 - 1,06) 0,16 (0,05-0,32) 0,29 (0,07 -0,79)
PAC1 0,17 (0,07 - 0,94) 0,13 (0,07 - 0,20) 0,25 (0,06 - 0,94)
CD31 0,83 (0,34 -3,42) 0,76 (0,34 - 1,63) 0,98 (0,35 - 1,96)
CD62E 1,77 (0,90 - 5,62) 1,68 (0,93-3,17) 2,12 (0,90 - 4,11)
GlyA 0,29 (0,13 -2,71) 0,23 (0,15 - 0,65) 0,53 (0,13 -1,69)
CD45 1,90 (0,96 - 5,68) 1,78 (1,06 - 2,94) 2,24 (0,96 - 3,82)
CD13 1,64 (0,84 - 5.54) 1,57 (0,89 - 3,19) 2,12 (0,84 - 3,79)
CD14 0,07 (0,03 - 0,16) 0,07 (0,05-0,11) 0,09 (0,03 -0,21)
CD56 1,05 (0,52 - 5,08) 0,93 (0,52 - 1,88) 1,23 (0,52 - 3,06)

A kontroll csoport plazmajaban legnagyobb szdmban mért MP-ok az irodalmi
adatoknak megfeleléen trombocita eredetiick (CD61, CD41). Erdekes modon a teljes
kontroll csoportban, valamint kiilon a férfiak és a nék csoportjaban is a trombocita
eredetii CD42a-val jel516d6 MP mennyiség szignifikansan alacsonyabb (p<0,001), mint
a szintén trombocita eredetli CD61" és CD41" MP mennyiségek. A PAC1 aktivacios
marker pozitiv PMP szam is szignifikans kilénbséget mutat (p<0,001) a CD61 és a
CD41 trombocita markerekhez viszonyitva a teljes kontroll és kiilon a férfiak és a nék
csoportjaban is. Ez valoszinlileg azzal magyardzhato, hogy a trombocita felszinén 1évd
CD markerek mas-mas funkcioval rendelkezé molekulakat ismernek fel a trombocitak
felszinén és az aktivalodast kovetden ezek mas-mas mennyiségben jelennek meg a
vérlemezkérdl levalo MP-ok felszinén. Az endotél eredetii CD31" és CD62E" MP
szamban is szignifikans kilonbség (p=0,002) mutathatd ki a teljes kontroll csoporton

beliil. Ez a szignifikans kiilonbség (p=0,015) a nék csoportjan beldl is kimutathatd, mig
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a férfiak csoportjaban ez a kilonbség nem szignifikans. A legkisebb mennyiségben a
vorosvértest (GlyA) és a monocita (CD14) eredetli valamint az aktivacids trombocita
markerrel (PAC1) jel6l6dé mikropartikulumok mutathatok ki. Az egyes CD markerek

vonatkozasdban a férfiak és a nék kozott szignifikans kiilonbség nem mutathato ki.

4.2. A modszer tesztelése betegeken
4.2.1. Szeptikus betegcsoport

4.2.1.a. A beteg csoport kialakitasa

Vizsgélatainkat a 2003-as Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveinek megfeleléen és a
Pécsi Tudomanyegyetem Regiondlis Kutatasetikai Bizottsdganak engedélyével végeztiik
(2406/2005). A betegektd]l irdsos beleegyezd nyilatkozatot kértiink, miutan a
vizsgalatokrol és a vérvételrdl részletes tajékoztatast kaptak. Vizsgalatainkba 27 frissen
(24 oran beliil) diagnosztizalt két vagy tobb szervelégtelenséggel rendelkezd sulyos
szeptikus beteget vontunk be az Anesztezioldgiai és Intenziv Terdpids Intézet Intenziv

Osztalyardl.

A Dbetegek szepszis besorolasi kritériumai az alabbiak voltak: laz (>38°C) vagy
hipotermia (<36°C), tachikardia (>90/perc), tachipnoe, megvaltozott tudatéllapot,
hiperglikémia, leukocita szam (>12.000 sejt/ul vagy <4.000 sejt/pl), emelkedett C-
reaktiv protein (CRP) (>10mg/l) és szérum procalcitonin (PCT) (>5ng/ml) szint [154].
Kizéarasi kritériumként a kontroll csoportnal felsoroltakat alkalmaztuk, kivéve az akut
infekciot. A vizsgalat végpontjai: a beleegyezés visszavonasa, ill. exitus a vizsgalat
ideje alatt. A betegek demografiai és klinikai (gyulladasos marker és allapotstlyossagi)
adatait a 10-11. Tablazatok mutatjadk be. A diagnosztikai eljarasok, a kezelés és
szervtamogatd kezelés az érvényben 1év0 ajanlasoknak megfelelden tortént [154]. A
Klinikai status kovetésére naponta tértént a MODS (Multiple Organ Dysfunction Score)
és SOFA (Sequential Organ-Failure Assessment) érték szamitas [155,156].

Valamennyi betegtdl az intenziv osztalyos felvételkor (els6 napon), valamint a 3. és 5.

napon mintavétel és MP vizsgalat tortént.
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10. Téblazat: A kontroll és szeptikus betegek demografiai és klinikai adatai.

Szeptikus betegek Kontroll csoport
Besoroltak szama n=27 n=20
Kor* 65 (53-72) 57 (49-63)
Nem (F/N) 16/11 10/10
Szamitott klinikai score-ok
MODS (1.,3.,5. napon)* 8 (5-9); 7 (6-10); 7 (6-10) -
SOFA (1.,3.,5. napon)* 9 (6-11); 8 (5-9); 9 (5-11) -
Szepszis markerek besorolaskor
PCT* 14,6 (6,5-97,9) -
CRP~ 239 (155,1-319,5) -
Laktat* 2,13 (1,37-5,52) -
Szervelégtelenségek szama 4 (3-5) -
Vese 26 (96) -
Tidé 22 (81) -
Katekolamin szlikséglet 21 (78) -
Mij 11 (41) -
Trombocitopénia 8 (30) -
Megvéltozott tudatéllapot 19 (70) -
Gram-pozitiv 16 (59) -
Gram-negativ 20 (74) -
Gomba 6 (22) -

Roviditések: PCT: procalcitonin; CRP: C-reaktiv protein; MODS: multiorgan dysfunction score; SOFA:
Sequential Organ Failure Assesment. Az adatok, mint abszollt érték (%) és median* (25-75 percentilis)
vannak megadva.

11. Téblazat: Szeptikus betegek demogréfiai és klinikai kimeneteli adatai besorolaskor.

Taléle Nem tulélé p-érték
(n=20) (n=7)
Kor* 63 (51-71) 63 (50-72) NS
Nem (F/N) 12/8 4/3 NS
Szepszis markerek besorolaskor
PCT* 13,2 (5,4-70,4) 11,9 (5,1-71,2) NS
CRP* 185,8 (103,4-289,1) 179,1 (96,2-270,5) NS
Laktat* 1,66 (1,26-2,74) 1,70 (1,29-2,48) NS

Roviditések: PCT: procalcitonin; CRP: C-reaktiv protein; Az adatok, mint abszolut érték és median* (25-
75 percentilis) vannak megadva.

4.2.1.b. Statisztikai analizis

A statisztikai értékeléshez az SPSS 19 program Windows software-hez kifejlesztett
valtozatat hasznaltuk. A kontroll és szeptikus betegcsoportok 6sszehasonlitdsahoz
Mann-Whitney U- tesztet alkalmaztunk. A sulyos szeptikus betegek alcsoportjainak
elemzéséhez Kruskall-Wallis tesztet hasznaltunk. A korrelacio analizis Spearman's rho

segitségével tortént. A szamitasokban szignifikansnak tekintettiik a p<0,05 értéket.
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4.2.1.c. Eredmények

Mindharom mérési idopontban (1., 3. és 5. napon) szignifikdnsan magasabb Gssz
mikropartikulum szdmot mértink a szeptikus betegek korében a kontroll csoporthoz
viszonyitva (valamennyi p<0,001, 16. Abra). Ugyanakkor az 6ssz mikropartikulum
mennyiség dinamikdjat nézva a median értéke fokozatosan csokkend tendenciat

mutatott az 5.-ik vizsgélati nap végére, de a valtozas nem volt szignifikéans.

160,00

100,00

A+ MP (x 10"5/ml)
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16. Abra. Az 6sszMP szam valtozés az 1., 3. és 5. vizsgalati napon szeptikus betegekben a kontroll
csoporthoz viszonyitva (median és IQR, #p<0,001).

A MP-ok nagy része kettds jelolodést mutatott CD41 és CD61 trombocita markerekkel.
Az Annexin V pozitiv és CD61-et expresszald6 MP-ok szdma a vizsgéalat ideje alatt
valamennyi idépontban szignifikans emelkedést mutatott a szeptikus betegcsoportban a
kontrollhoz viszonyitva (#p<0,001; +p<0,01, 17. Abra - A). A CD41 pozitiv MP-ok
szadma is szignifikans ndvekedést mutatott mindharom mérési napon a szeptikus betegek
esetében ((#p<0,001; +p<0,01, 17. Abra - B). Mindkét trombocita marker esetében
megfigyelhetd az enyhe MP szam csokkenés az 5.-ik vizsgalati nap végére, ami az 6ssz

MP szam esetében is megfigyelhet6 volt.
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17. Abra. A trombocita eredetii CD61" (A) és CD41" (B) mikropartikulum szam az 1., 3. és 5. vizsgalati
napon szeptikus betegekben a kontroll csoporthoz viszonyitva (median és IQR, #p<0,001, +p<0,01).

A CD42a trombocita marker pozitiv MP szdm az 1. 3. és 5.-ik napon mutatott
emelkedést a szeptikus betegek esetében. (+p<0,01; *p<0,05, 18. Abra - A) Az
aktivacios PAC1 trombocita markert hordozé MP-ok szadma viszont szignifikans

csokkenést mutatott az 1. és az 5.-ik vizsgalati napon (#p<0,001; +p<0,01, 18. Abra -
B).
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18. Abra. A trombocita eredetii CD42a* (A) és az aktivacios PAC1 marker (B) pozitiv mikropartikulum
szdmaz 1., 3. és 5. vizsgalati napon szeptikus betegekben a kontroll csoporthoz viszonyitva. (median és
IQR, #p<0,001, +p<0,01, *p<0,05).

A harom kiilonbdz6 vizsgalati napon mért CD62E" endotél eredetii MP szam statisztikai
elemzése nem mutatott szignifikans eltérést a szeptikus és kontroll csoport

viszonylataban (adat nincs feltlintetve).
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A 20 talél6 és a 7 nem tuléld szeptikus beteg MP eredményeinek statisztikai elemzése
sordn nem taléltunk szignifikdns kilonbséget a két csoport kdzott egyik vizsgalati
idépontban sem. A szervelégtelenségek szama és az 6ssz MP szam kozotti 6sszefliggés
statisztikai vizsgalata soran szignifikans kilonbséget lehet kimutatni a 2 szervet és az 5
szervet érint6 szervelégtelenség esetén. Két szervelégtelenség esetén az 6ssz MP szam
szignifikdansan megemelkedett az 0t szervelégtelenségben szenved6khoz képest.
(p<0,05, 19. Abra).
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19. Abra. Az 6ssz mikropartikulum szam valtozas szeptikus betegekben a szervelégtelenségek
szamanak fliggvényében (median és IQR, *p<0,05).

A kibévitett beteganyagbol két cikk keriilt kozlésre, mely nem képezi a dolgozat
anyagat:

Toékés-Fuzesi M*, Woth G*, Ernyey B, Vermes |, Mihl D, Bogar L, Kovacs GL.
Microparticles and acute renal dysfunction in septic patients J Crit Care. 2013 apr. Vol: 28(2):
141-147. * jel egyenld hozzajarulast jelent a két szerzo részérdl

Woth G*, Tékés-Flzesi M*, Magyarlaki T, Kovacs GL, Vermes |, Muhl D. Activated platelet-
derived microparticle numbers are elevated in patients with severe fungal (Candida albicans)
sepis Ann Clin Biochem. 2012 Vol.:49(6): 554-560. * jel egyenld hozzajarulast jelent a két
szerzd részérol
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4.2.2. A kronikus obstruktiv tiidobeteg (COPD-s) csoport
4.2.2.1. Prospektiv vizsgalat COPD-s betegek

4.2.2.1.a. A beteg csoport kialakitasa

A vizsgalatba 6sszesen 50 COPD-ben szenvedd beteget vontunk be a 2008-2010 kozti
idoszakban. Bevalasztasuk a tiidogyogyaszati szakrendelésen ¢és a Megyei
Tiid6gondozoban  kontroll vizsgalatra megjelentek korébol illetve az Lsz.
Belgydgyészati Klinika Pulmonoldgia osztalyan korébban kezelt betegek behivésaval
tortént. Az exacerbalddott betegek esetében a vizsgalat és a mintavétel osztalyos felvétel
utdn kerllt elvégzésre. Vizsgalatainkat a Pécsi Tudomanyegyetem Regionalis
Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével végeztiik (3429/2009). A betegek miutan a
vizsgalatokrol és a vérvételrdl tdjékoztatdst kaptak, alairasukkal hivatalos

beleegyezésiiket adtak a vizsgalathoz.
Két betegcsoport kerilt kialakitasra:
1. stabil COPD-s betegek (34 beteg)
2. COPD-s betegek akut exacerbacidban (16 beteq)

A betegek sulyossagat a GOLD stadium besorolas alapjan végeztik el. Ennek 1ényege,
hogy a COPD sulyossagi besoroldsa horgdtagitd inhalacioja utani FEV1-érték (az elsé
masodpercben mért térfogat erdltetett kilégzés kozben) alapjan torténik (Magyar
Tiidogyogyasz Tarsasagi ajanlasa, GOLD stadiumok, 2006):
I. enyhe: FEV1>80 referencia% (ref%) )
IL. kozépsulyos: 50 ref%< FEV1 <80 ref% tunetmentes vagy panaszos

’
II1. salyos: 30 ref% < FEV1 <50 ref%

IV. nagyon sulyos: FEV1 <30 ref% vagy FEV1’<50 ref% + kronikus légzési
elégtelenség (PaO, <60 Hgmm +/- PaCO, > 50 Hgmm) vagy cor pulmonale
tlnetei
Mind a négy stadiumban igazolhat6 1éguti obstrukcio: FEV1/FVC (erdltetett kilégzési
vitalkapacitas) <70% [157]. Exacerbaltnak tekintettiik azokat a betegeket, akik kdrhazi
beutalasra szorultak, és akiknél silirgds intravénas kortikoszteroid kezelést kellett

inditani a sulyosbodo tiineteik miatt pl. a kopetmennyiseg névekedése, kohogés vagy

43



respiratorikus distressz jelei. Stabil COPD-s csoportba soroltuk be a rendszeres éves

ellenérzésre jelenkez6 betegeket, akiknek nem voltak Uj tinetei.

4.2.2.1.b. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez az SPSS 22 program Windows software-hez kifejlesztett
valtozatat hasznaltuk. A betegcsoportok 0sszehasonlitasahoz Mann-Whitney U- és
Kruskal Wallis tesztet alkalmaztunk. A kategorikus valtozok Osszehasonlitaséra Chi-
square tesztet hasznaltunk. A korrelacio analizis Spearman's rho segitségével tortént. Az
adatokat median, interquartilis tartomanyban adtuk meg. A szamitasokban

szignifikansnak tekintettiik a p<0,05 ertéket.

4.2.2.1.c. Eredmények

A betegek demogréfiai, klinikai, gyogyszerszedési, légzésfunkcids és rutin
laboratériumi adatait a 12. Tablazatban tuntettiik fel. A kontroll csoport ebben az
esetben is a korban illeszkedd Onkéntes, tarsbetegségektdl mentes egyénekbdl (n=19)
allt. A kontroll egyenek éatlag életkora 57 év (49-63), nd:férfi megoszlas 10:9, a
dohanyzok szama 8 (42%) volt.
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12. Téblazat: Demografiai, Kklinikai, gyogyszerszedési és légzésfunkcids adatok a stabil és
exacerbacios (AECOPD) betegekben.

Kor*
Feérfi*
Kronikus tarsbetegség
DM*
cvD*
Dohanyzas*
Gyobgyszerszedés
Ca-csatorna blokkold*
B-blokkol6*
ACEF
Statin®
Ics*
LABA*
LAMA?
Légzésfunkciod
FEV1/FVC*
FEV1 ref%*
GOLD stadium
GOLD I-1I

GOLD II-1V*

Rutin laboratériumi paraméterek

Koleszterin* (mmol/L)

VVT szam* (T/L)
TCT szam* (G/L)
FVS szam* (G/L)

hs-CRP* (mg/L)

Stabil COPD
(n=34)

63 (54-70)

20 (59)

2(6)
20 (58)

20 (59)

8(23)
17 (50)
13(38)
2(6)
25 (74)
26 (77)

32 (94)

0,56 (0,41-0,63)

0,52 (0,36-0,67)

21 (62)

13 (32)

5,50 (5,00-6,80)
4,89 (4,43-5,22)
232 (172-276)
7,55 (5,76-9,76)

5,65 (3,50-8,30)

AECOPD
(n=16)

63 (56-67)

9 (56)

5 (31)
9 (56)

10 (62)

10 (62)
7 (44)
6 (37)
3(19)
14 (87)
14 (87)

14 (87)

0,49 (0,37-0,55)

0,56 (0,45-0,67)

10 (62)

6 (37)

4,95 (4,10-6,10)
4,99 (4,49-5,29)

267 (195-328)

13,53 (8,99-15,85)

9,67 (2,93-23,61)

p-érték

0,755

0,863

0,03
0,863

0,804

0,009
0,680
0,898
0,320
0,464
0,698

0,245

0,179

0,925

0,96

0,96

0,151
0,677
0,112
<0,001

0,114

Az adatok, mint median (IQR)* és n (%)" vannak megadva. A véltozék 6sszehasonlitasara Mann-
Whitney U és Chi-square tesztet hasznéltunk. DM: diabétesz mellitusz; CVD: kardiovaszkuldris betegség;
ACEL angiotenzin konvertalé enzim inhibitor; ICS: belélegzett kortikoszteroid; LABA: hosszan hat6 -
agonista; LAMA: hosszan haté muscarin antagonista; GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease; FEV1: eréltetett kilégzési térfogat az 1. méasodpercben; FVC: erdltetett vital kapacitas;
VVT: vOros vértest; TCT: trombocita; FVS: fehérvérsejt; hs-CRP: magas szenzitivitast C-reaktiv protein.
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A COPD-ben

szenvedd

betegekben,

exacerbaciotol fliggetleniil

szignifikansan

magasabb MP szamok mérhetéek a kontroll csoporthoz képest. A CD62E", CD41",

CD42a*, CD14" mikropartikulum mennyiségek szignifikansan emelkedett értéket

mutatnak az exacerbacidban szenveddkben, a stabil betegekhez képest (13. Tablazat).

13. Téblazat: Mikropartikulumok szdma a kontroll csoportban valamint stabil és exacerbacidban

szenvedé COPD-s betegekben.

CD marker
(X10%/mL)
Annexin V+
CD31+
CD62E+
CD61+
CD41+
CD42a+
PAC1+
GlyA+
CDA45+
CD13+

CD14+

CD56+

Kontroll
(n=19)

2,18
(1,33-3,70)

0,79
(0,48-1,40)

1,72
(0,97-3,17)

2,10
(1,22-3,65)

1,51
(0,90-2,46)

017
(0,12-0,30)

0,15
(0,09-0,23)

0,28
(0,16-0,59)

1,88
(1,10-2,94)

1,62
(0,99-3,19)

0,07
(0,06-0,11)

1,02
(0,63-1,88)

Stabil COPD

(n=34)

53,74
(35,08-76,38)

10,35
(7,78-17,04)

29,87
(26,85-40,58)

48,36
(32,02-73,68)

37,99
(32,69-52,59)

1,32
(0,92-1,51)

0,57
(0,28-3,05)

8,21
(6,76-11,59)

37,67
(26,34-59,24)

30,37
(21,32-5500)

0,29
(0,08-0,48)

43,99
(32,81-54,94)

AECOPD
(n=16)

61,15
(44,26-73,39)

15,59
(11,82-21,95)

44,09
(33,43-59,21)

54.99
(38,18-65,73)

61,15
(44,25-73,39)

3,19
(1,49-5,69)

0,52
(0,15-0,76)

11,93
(5,03-18,98)

43,21
(20,29-60,07)

41,44
(26,91-46,07)

0,624
(0,44-0,98)

61,15
(42,02-73,40)

Az adatokat, mint median és (IQR) &brazoltuk. Kruskal-Wallis teszt.

p-érték
Kontroll vs
stabil/AECOPD
<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

p-érték
Stabil vs.
AECOPD

0,747

0,164

0,011

0,992

0,018

0,002

0,182

0,133

0,670

0,904

0,008

0,240

GOLD stadium alapjan egy mikropartikulum esetében mutattunk ki kilonbséget. A
PAC1" MP-ok szdma szignifikansan magasabb volt a stlyosabb COPD-ben (GOLD IlI-
IV) szenvedékben, mint GOLD I-11 stadium esetén (20. Abra).



Tobbvaltozés analizissel forditott korrelaciot talaltunk a CD62E", CD42a" és a CD14"
MP mennyiségek valamint az erdltetett kilégzési vitalkapacitads a FEV1/FVC (-0,406, -
0,473, -0.440, p<0,001) kozott.

En P=0.031

w
1

PAC1+ (1045/mL)
"~
I

T T
GOLD STAGE | and Il GOLD STAGE lll and IV

20. Abra. PAC1" mikropartikulumok szamanak ¢sszehasonlitasa a GOLD I-11 vs. l1-I1V stadiumu
betegekben (median és IQR, p=0,031).

4.2.2.2. Retrospektiv vizsgalat a COPD-s betegcsoportban

2018-ban elvégeztik a 2010-ben vizsgdlt COPD-s betegcsoportunk retrospektiv
vizsgélatat. A kiilonbozé sejteredeti MP-k és a 7 éves kimenetel kozotti
Osszefiiggésekre voltunk kivancsiak. A vizsgalatainkba 2010-ben bevont 50 betegbdl
(34 stabil, 16 exacerbéalt), mind az 50 beteg elektronikus adatbazisban (eMedSol)
rogzitett adatait sikeriilt kovetniink. A mintavételt kovetd 7 évben visszamendleg
valamennyi betegnél regisztraltuk a sulyos, korhazi felvételt igénylé exacerbaciok
szamat, az SBO megjelenéseket, valamint a halalozas datumat. A betegek demografiai,

klinikai és légzésfunkcids adatait a 14. Tablazat mutatja be.
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14. Téblazat: Demografiai, klinikai és légzésfunkcios adatok a talél6 és nem tulélo6 COPD-s

betegekben.
Tulélé Nem talélé p-érték
(n=30) (n=20)
Kor* 66 (56-70) 62 (56-64) NS
Stabil COPD 21 (70%) 13 (65%) NS
AECOPD 9 (30%) 7 (35%) NS
Exacerbacidk™ 2 (1-4) 4 (2-6) 0,006
Szama
GOLD stadium* 2 (2-3) 2 (2-3)
FEV1/FVC* 0,54 (0,41-0,62) 0,51 (0,31-0,57) NS
FEV1 ref%* 0,52 (0,44-0,67) 0,61 (0,29-0,67) NS
FVS szam* (G/L) 7,69 (6,2-10,63) 9,79 (7,65-12,24) NS
hs-CRP* (mg/L) 5,6 (3,50-10,2) 7,9 (2,9-10,8) NS

Az adatok, mint median (IQR) *vannak megadva. A valtozok dsszehasonlitasara Mann-Whitney U és
Chi-square tesztet hasznaltunk. GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; FEV1:
erlltetett kilégzési térfogat az 1. masodpercben; FVC: eréltetett vital kapacitas; FVS: fehérvérsejt; hs-
CRP: magas szenzitivitasu C-reaktiv protein.

4.2.2.2.a. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez az SPSS 22 program Windows software-hez kifejlesztett
valtozatat hasznaltuk. A betegcsoportok dsszehasonlitaséhoz Mann-Whitney U- tesztet
alkalmaztunk. A korrelacié analizis Spearman's rho segitségével tortént. ROC
analizissel kerestlik a tulélés prediktorait a MP-ok kozott. Fuggetlen prediktorok
kereséséhez ,binary logistic regression” analizist hasznaltunk. Az adatokat, mint
median és interquartilis tartomany adtuk meg. A szdmitasokban szignifikdnsnak
tekintettiik a p<0,05 értéket.

4.2.2.2.b. Eredmények
Teljes COPD populécio6 halalozés 7 éve alatt

Megvizsgaltuk a 7 évvel ezel6tt mért MP mennyiségek és a tulelés kozotti dsszefliggest
a teljes COPD-s betegcsoportban. Azt talaltuk, hogy az elhaldlozottakban (n=20), a

szisztémas keringésben 7 évvel ezelétt mért 6ssz MP szam, a trombocita eredetii CD61"
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és a leukocita eredetii CD13" mikropartikulum szam szignifikansan magasabb volt a
tulélékhoz képest (21. Abra).
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21. Abra. A mért 6ssz MP, CD61" és CD13* mikropartikulum mennyiségek és a 7 éves tllélés a teljes
COPD-s betegcsoportban (median és IQR, p<0,05).

A fent leirt MP szdmok mellett a vorosvértest eredetii GlyA™ és a trombocita eredetfi
PAC1" (aktivacios marker) MP szam is szignifikansan magasabb volt a nem tlélékben
a tilél6khoz viszonyitva a teljes COPD-s betegcsoportban (22. Abra). Erdekes modon
2010-ben, amikor GOLD stadium alapjan vizsgaltuk a mikropartikulum mennyiségeket,
egy mikropartikulum esetében mutattunk ki kiilonbséget. A PAC1* MP-ok szama
szignifikansan magasabb volt a stlyosabb COPD-ben (GOLD I11I-1V) szenvedékben,
mint GOLD I-11 stadium esetén (p=0,031) (20. Abra).
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22. Abra. A mért GlyA* és a PAC1" mikropartikulum szam és a 7 éves tulélés a teljes COPD-s
betegcsoportban (median és IQR, p=0,01; p=0,03).
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Tobbszoros regresszios analizist végeztiink, melybe az életkor, nem, FEV1/FVC, a
CRP, LABA, LAMA, vorosvértest szam, az 6ssz MP szam valamint a CD61", CD13",
PAC1" és a GIyA™ MP szam keriiltek bevonasra. Ennek alapjan a vorosvértest szam
(OR: 5,3, 95%CIl: 1,009-28,324, p<0,05) és a vordsvértest eredetii GIlyA”
mikropartikulum szdm (OR: 1,2, 95%CI:1,001-1,527, p<0,05) a 7 éves mortalitas
fuggetlen prediktoranak bizonyult.

Korrelécids analizissel vizsgaltuk, hogy a periférias vérben 1év6 alakos elemek szama
befolyasolja-e a MP-ok szamat. A PAC1" MP mennyiség és a vorosvértest szam kozott
az elhunytak korében pozitv korrelaciét (0,317, p=0,03) mig a trombocita szam és a
CD31* MP-ok szama kozott forditott korrelaciot talaltunk (-0,485, p<0,05) (23. Abra —
A, B).

35

40 45 50 S5 60 65 70
Vorosvértest szam (TIL)

12 o
=5 o
§ 10 o 3 20 d
5 E
o n o
~— &84 b
= = . °

~g
% 6+ o 11 o B e
= = - X
3 4 C] :'_ o
= - ™ o
8 o o a
24 = U4
Bop *D‘U;Dij~077 B
0= "B w Elhunytak Ehunytak
-2 o TOléok -10 o ThKIoK

100 200 300 400

Trombocita szam (TIL)

23. Abra. A. A PAC1" mikropartikulum szam és a vorosvértest szam kozotti dsszefiiggés a teljes COPD-
s betegcsoportban az elhunytak és a talékdk kérében. B. A CD31" mikropartikulum szam és a trombocita

szam kozotti 6sszefiiggés a teljes COPD-s betegcsoportban az elhunytak és a talékék korében.

Retrospektiven vizsgaltuk, hogy a tuléld és az elhalalozott betegcsoport kozott volt-e
kulonbség a COPD-s betegek GOLD stadium szerinti stilyossagaban 7 évvel ezelott,
illetve az azota eltelt idoben kialakult exacerbacidk szamaban. Eredményeink szerint az
elhaldlozottakban szignifikansan magasabb volt az exacerbécidok szama 7 év alatt,
viszont a 7 évvel ezel6tti FEV1 besorolason alapulé GOLD stadiumban még nem volt

kiilonbség a két csoport kozott (24. Abra).
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24. Abra. Az exacerbaciok szama és a GOLD stadium a talékben és a nem taléldkben a teljes COPD-s
betegcsoportban (exac numb= exacerbaciok szdma). Median, 25-75 percentilis.

Stabil COPD populacié exacerbaciéjanak markerei

Ezt kovetden olyan mikropartikulumokat kerestiink, melyek a stabil COPD-s
betegekben (n=34) elére jelezhetik a gyakori exacerbaciét (>3/év). Eredményeink
szerint a gyakori exacerbaciot mutato betegeknél az 6ssz MP és a pan leukocita eredetii
CD45" MP szam szignifikansan magasabb volt, mint a ritka (<3/év) exacerbaciot
mutato betegeknél (p<0,05) (25. Abra).
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25. Abra. A mért 8ssz MP és a CD45" mikropartikulum mennyiségek a stabil COPD-s betegcsoportban a
ritka (<3/év) és a gyakori (>3/év) exacerbaciot mutat6 betegek esetében (median és IQR, p<0,05).

ROC analizist végeztiink a MP szamok ¢és a keringésben 1évé alakos elemek gyakori

exacerbaciot elbrejelzé értékének megitélésere a stabil COPD-s populécidban. A



gyakori exacerbaciokat a pan leukocita eredetii CD45" MP szam (Area: 0,708, 95%ClI:
0,532-0,888, p=0,047), a vororosvértest szam (Area:0,744, 95%CI: 0,566-0,922,
p=0,020), és a trombocita szam (Area: 0,759, 95%Cl. 0,574-0,941, p=0,014) jelezte
leginkébb elére (26. Abra). Tobbszords regresszios analizissel fiiggetlen prediktort

azonban nem talaltunk.
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26. Abra. A gyakori exacerbaciék (>3/év) eldrejelzésére alkalmas mikropartikulomok és alakos elemek
(ROC analizis).

Gyakori exacerbacio és a tulélés

Ezt kévetéen olyan mikropartikulumokat kerestiink, melyek a gyakori exacerbaciot
(exac numb> 3/év) mutatd betegekben a 7 éves megfigyelési idészakban a tulélés
fiiggetlen prediktorai voltak. ROC analizis alapjan, a CD45" mikropartikulumok <
8,5x10°/mL értéknél a talélést 73%-os szenzitivitassal és 86%-0s specificitassal jelezte
elére (Area: 0,81, 95%Cl: 0,63-0,99, p=0,02) (27. Abra — A, B). T6bbszords
regresszios analizissel, melybe az életkor, nem, FEV1/FVC, CRP és CD45" MP
keriiltek bevonasra, csak a CD45" mikropartikulum szam mutatkozott a talélés
fliggetlen prediktoranak (OR: 0,75, 95%CI: 0,55-1,00, p=0,05).
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27. Abra. A mért CD45" mikropartikulum szam és a 7 éves tilélés a gyakori exacerbéaciot mutatd6 COPD
alcsoportban (A) és a marker ROC gorbéje (B) (Area: 0,81, 95%Cl: 0,63-0,99, p=0,02).
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5. Megbeszélés, a vizsgalati eredmények
értékelése

5.1. Kontroll csoport, referencia tartomany

Az irodalomban viszonylag kevés adat talalhat6 a plazmaban mérhetd6 MP mennyiségek
referencia tartomanyanak meghatarozasara. A legtdbb esetben a vizsgalni kivant
beteganyaghoz alakitanak ki viszonylag kisszamu korban megfeleld kontroll csoportot.
Ezek az eredmények nehezen 6sszehasonlithatoak a kiillonboz6 minta elékészités (friss 1
6ran belul feldolgozott vagy -80°C-on tarolt minta, centrifugélasi idé, centrifuglis erd),
mérési és kapuzasi technikdk, a mikropartikulumok sejteredetének megallapitasara
haszndlt CD markerek miatt. A mértékegységek hasznalata sem egységes. A
legelterjedtebbek: MP szam x 10°/ml, MP szam x 10%L, MP szam pl™, MP%. Az
Gjonnan piacra keriilt dramlési citométerek (Beckman Coulter Gallios™, Apogee A50
Micro) csak bonyolitjdk a helyzetet, mivel ezek mar alkalmasak a 0,5 pum alatti
méretkapuban (0,2um-ig) elkildniteni a mikropartikulumokat a héattérzajtdl. A teljesség
igénye nélkul néhany kiragadott példan keresztil mutatom be az irodalomban talalhatd

sokszinliséget a MP-ok referencia tartomanyanak tekintetében.

Berkmans kutatdcsoportja 15 egészséges férfi (kor nincs megadva) frissen feldolgozott
vérmintajabol hatarozta meg a trombocita (237x10%L; 116-565), vordsvértest
(28x10°/L; 13-46), granulocita (46x10°%/L; 16-94) és endotél (64x10°%/L; 16-136) eredetii
mikropartikulumok szamat. A mintakat 1500Xg-vel centrifugaltak 20 percet, majd a
felliluszobol 250 pl-t centrifugéltak 17.570Xg-vel 30 percig. A MP pelletrél 225 pl
feltlUszot eltavolitottak, a pelletet reszuszpendaltak és 225 pl PBS ramérése utan Gjra
centrifugaltdk 17.570Xg-vel 30 percig. A pelletr6l Gjra eltavolitottak 225 pl feliiliszot,
a maradék 25ul PBS-ben reszuszpendaltak a pelletet és a mérésekhez ezt hasznaltak fel.
A trombocita eredeti MP-ok detektalasdra CD61, a vorosvértest eredetlick esetén
Glycophorin A, granulocita markerként CD45 és CD14, mig endotél markerként
CD62E-t hasznaltak. A méréseket FACScan aramlasi citométeren végezték. A MP-ok
hattérzajtol vald elkulonitésére FSC és SSC kapuzason kivil, AnnexinV-el vald
festédésiiket hasznaltak fel. Az AnnexinV pozitiv MP-ok azonositasdhoz szlikséges

kiszOb létrehozasahoz jelbletlen MP-t hasznaltak, mely az autofluoreszcencia

54



korrigalasara is szolgalt. A mintékat 1 percig mérték, mely id6 alatt kb. 150ul jelolt MP
szuszpenzidt analizaltak. A MP szdmot egy keplet segitsegevel adtak meg [158].

Egy masik kutatdcsoport 60 egészséges Onként jelentkezé (nemek kozotti megoszlas
1:1) 26-68 ev kozotti egyen esetében hatarozta meg az AnnexinV és CD41 pozitiv
trombocita eredeti MP-ok referencia tartomanyat. A mintékat levétel utan 2-4 6ran
belill centrifugaltdk 1500Xg, 15 perc; 13000Xg, 2 perc) majd -80°C-on téroltak
feldolgozasig. A méréseket Beckman Coulter FC500 aramlasi citométeren végezték a
0,5-1,0um kozotti méretkaput hasznalva. Eredményeik: a trombocita eredetit MP szam
atlaga 1350+/-1089 MP/uL?, nék esetében 1775/uL? (1014-3039, 1-3 quartilis),
férfiaknal pedig 656/uL™ (407-962, 1-3 quartilis) [152].

Nielsen és munkatarsai 24 egészséges egyén (N6 15: Férfi 9) esetében hatarozta meg a
plazmaban talalhat6 MP szubpopulaciok szamat (trombocita, monocita, vorosvértest és
endotél sejt). A mintakat egy ordval a mintavétel utan centrifugaltak (1800Xg 10 perc,
3000Xg 15 perc, 3000Xg 5 perc) majd -80°C-on taroltak feldolgozasig. A méréseket
BDFACSAriaTM Il High Speed Cell Sorter késziléken veégezték, parhuzamos
Osszehasonlitassal Beckmann Coulter F500-as aramlasi citométerrel. Méretkapu
tekintetében a felsé hatart a 0,9 um, als6 hatarként pedig a 0,2 pum-et hataroztak meg.
Azonban a tul nagy hattérzaj miatt az FC500-on ezt a tartoméanyt feljebb kellett vinni a
0,5um alsé hataraig. A PS kimutatasra AnnexinV helyett Lactadherint hasznaltak.
Eredmeényeik szerint a FACSAria Il citométerrel 6-szor tobb 6ssz MP-ot és 4-szer tébb
trombocita eredetti MP-ot sikerilt kimutatniuk az FC500 készulékhez képest. Az éltaluk
mért eredményeket a teljes vizsgalati csoportban és ndk/férfiak tekintetében median,

interquartilis tartomanyban kifejezve a 15. Tablazat mutatja be.
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15. Téablazat: Nielsen és munkatarsai eredményei.

CD marker Kontroll csoport Nék Férfiak

Median Interkvartilis Median Interkvartilis Median Interkvartilis

MP szam MP szam MP szam
prt pit g

Lactadherin® 15711 10462-42649 12463 9236-17543 41538 18825-70659
0ssz MP
Trombocita 2304 1419-2777 1835 1384-2876 2137 2020-2475
CD41"
Monocita CD14 6 3-10 4 2-6 11 7-12
Endotél 179 120-246 149 119-218 254 202-297
CD31/CD42b
Vorosvértest 217 152-293 202 101-269 251 179-721
CD235a

N6k vs férfiak tekintetében minden vizsgalt kiilonboz6 sejteredetti markerrel a férfiak
esetén magasabb MP szdmot talalaltak [159].

Gustavson és munkatarsai 20-70 év kozotti 82 nd és 62 férfi esetében vizsgalta a
kiilonb6z6 sejteredeti MP  szamokat, referencia taromany kialakitasa céljabol.
Méréseikhez hirudinnal alvadasgétolt teljes vér centrifugalasa (2szer 3000Xg 15 perc)
utdn nyert, mintavétel utdn 30 percen belil feldogozott trombocita mentes plazmat
hasznaltak. A plazmékat mérésig -80°C-on taroltak. Jelslés elstt a felolvasztott mintakat
20.000Xg-vel 30 percig iilepitették. A méréseket FACSCanto™ digitalis aramlasi
citométeren végezték a 0,2-1,0um kozotti méretkapuban. Eredményeik a
16.Téblazatban.

16. Téablazat: Gustavson és munkatarsai eredményei.

CD marker Nék Férfiak
Mediéan 25-75%-0s Mediéan 25-75%-0s

MP szam pl™* percentilis MP szam pl™ percentilis
Annexin V" MP 921 439-1,443 660 466-1,002
Trombocita CD42a* 626 293-1,156 486 342-868
Monocita CD14* 12 7-27 11 6-26
Endotél CD62E* 17 9-30 10 4-22
Vvt CD235a* 57 23-107 73 44-124
Pan leukocita CD45" 23 16-35 23 17-38

Méréseik alapjan a vorosvértest és leukocita eredetit MP-ok kivételével a tobbi

sejteredetii MP szam a ndk esetében magasabb volt, mint a férfiaknal [160].
5.2. Szeptikus betegcsoport

A szeptikus betegcsoportban mért eredményeket dsszevetettilk az irodalomban talalhato
adatokkal. Mostefai és munkatarsai 36 szeptikus sokkban 1év6 beteg esetében vizsgalta

tobbek kozott a keringésben 1évé MP-ok szdmaét és dsszetételét 18 nem szeptikus beteg
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mintaival 0sszehasonlitva. Eredmeényeik szerint, az 6ssz MP szdm szignifikans
emelkedést mutatott a szeptikus beteg csoportban, ezen belil is a trombocita (CD41) és
endotél (CD146, CD62L, CD62P) eredetii MP szam emelkedett jelentdsen. A leukocita
eredetii (CD45) MP szam, pedig szignifikdns csokkenést mutatott. A granulocita
(CD66b), monocita (CD11b) és vorosvértest (CD235a) eredetli MP-0k tekintetében
szignifikans kilonbséget nem tudtak kimutatni a két betegcsoport kzott [125].

Nieuwland és munkatarsai 7 meningococcus eredetli szeptikus Sokk-ban szenvedd beteg
és 5 egeszséges egyén esetében mérték a kiilonbozo erdetii MP szamokat. A betegeket a
szeptikus sokk tlineteinek és jeleinek megjelenése utani elsé 24 draban valasztottak be,
akiknek pozitiv Neisseria meningitidis hemokultdra eredménylk volt. Eredményeik
szerint a trombocita (CD61) és granulocita (CD66b) eredetii MP szam szignifikans
emelkedést mutatott a szeptikus betegcsoportban. Az endotél (CD62E), a monocita
(CD14) és a B sejt (CD20) eredetit MP szam is jelentds, de nem szignifikans emelkedést
mutatott a szeptikus betegek esetében [120].

Joop és munkatdrsai 0sszesen 9 tobbszervi elégtelenségben szenvedd (3 vagy tobb,
legalabb 1 napja fennalld) szeptikus beteg, valamint 14 egészséges kontroll esetében
vizsgaltak a kiilonbozd eredeti MP mennyiségeket. Eredményeik szerint a fenti két
irodalmi adattal és a mi mérési eredményeinkkel ellentétben a trombocita (CD61) és
endothél (CD62E) eredetii MP szam szignifikans csokkenését tapasztaltak a szeptikus
betegcsoportban. CD144 (VE-cadherin) jelolést hasznalva az endotél eredetit MP-ok
szama a kontroll csoporthoz képest szignifikansan nem valtozott. Hasonld a helyzet a
vorosvértest eredetii MP-ok (CD235a) esetében is, mig a granulocita eredetli MP-ok
mennyisége (CD66b) a szeptikus betegcsoportban szignifikansan emelkedett a kontroll
csoporthoz képest [121].

Soriano ¢€s munkatéarsai 35 sulyos szepszisben szenvedd beteg esetében vizsgaltak a
besorolast kovetd (a betegeket 24-48 oraval az elsé szepszis indukalta szervi
elégtelenség megjelenése utan soroltak be) 1., 2. és 3. napon a trombocita
(CD31°/CD42"), az endotél (CD31'/CD42) és leukocita (CD11b) aktivacios
markereket. Kontrollként 45 egészséges egyén mintajat hasznaltak fel. Eredményeik
szerint a szeptikus betegekben mért endotél és leukocita eredetli markerek szignifikans

emelkedést mutattak a kontroll csoporthoz képest. A talélok esetében szignifikansan
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emelkedett endotél eredetii MP és CD11b leukocita aktivacidos markerrel pozitiv MP
szamot taldltak a nem tulélokhoz viszonyitva. A trombocita eredeti MP szam is
magasabb volt a talélékben, azonban ez nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak
[122].

5.3. COPD-s betegcsoport, prospektiv és retrospektiv vizsgalat

A COPD-re a helyi pulmonalis gyulladason kiviil jellemzd a szisztémdas gyulladés
jelenléte, mely egyben fontos meghatarozoja az ateroszklerézisnak is [161,162].
Irodalmi adatokbdl az is ismert, hogy ez a szisztémas gyulladas megmagyarazhatja a
COPD-s betegek fokozott kardiovaszkularis rizikdjat [163,164], ami teljes egészében
nem magyardzhatd meg a dohanyzassal [165,166]. Az endotél kdrosodas, tehat nemcsak
a tidOerekben, hanem a szisztémas erekben is megjelenik. A gyulladasos és a
véralvadési rendszerek kozott a szervezetben széleskorii parbeszéd 1étezik. Az egyik

miikodési zavara maga utan vonja a masikét [167].

A két rendszer kozotti egyiittmiikodésben a 6 szereplok a trombocitak. Fontos immun
feladatot toltenek be és kdlcsonhatasba tudnak Iépni mind a veleszuletett, mind az
adaptiv immunrendszerrel [168,169]. A trombocitak képesek kotédni a monocitakhoz
trombocita-monocita komplexet hozva létre, de elindithatjdk a monocitak és a
limfocitak aktivaciojat is, igy novelve az immunvélaszt [170]. A COPD-s betegek
korében végzett eddigi kutatdsok elsésorban az endotél eredeti mikropartikulumokat
(EMP) vizsgaltak, holott a betegség kialakulasaban és lefolyasaban a keringésben
talalhatd mas sejtekrdl szarmazo MP-ok is fontos szerepet jatszhatnak [171,172,173].
Ismert, hogy a COPD kialakuldsaban és progressziéjaban a trombocitdk és monocitéak is
szerepet jatszanak [174].

Az irodalomban COPD-s betegek koreben végzett MP vizsgalatokrol el6szor Takahashi
és munkatarsai szamoltak be. 80 stabil és 27 exacerbacioban 1évé COPD-s beteg endotél
eredetii mikropartikulum (EMP) szaméat vizsgéltdk 20 egészséges kontrollhoz
viszonyitva. Vizsgalataikbdl a kardiovaszkularis tarsbetegséggel szovodott betegeket
kizartak. Markerek tekintetében négy fenotipust hataroztak meg: CD144" VE-cadherin,
CD31/CD41 PECAM, CD146" MCAM és CD62E" E-szelektin pozitiv endotél eredetii

MP-ok. Eredményeik szerint a COPD-s betegcsoportban szignifikdnsan emelkedett
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CD144", CD31'/CD41 és CD62E pozitiv EMP szamot talaltak a kontroll csoporthoz
viszonyitva. A CD146" endotél eredetii MP-ok tekintetében nem talaltak szignifikans
kiilonbséget a vizsgalt két csoportban. Az exacerbacioban 1évéo COPD-s
betegcsoportban is szignifikansan emelkedett CD144", CD31%/CD41 és CD62E"
endotél eredeti MP szamot mutattak ki a stabil COPD-s betegekhez viszonyitva. A
szerz6k a foszfatidilszerin expoziciot nem vizsgaltdk a MP-ok felszinén [171].
Eredményeinket 6sszehasonlitva a CD62E* EMP szintjében mi is magasabb értékeket
mértiink exacerbacioban a stabil COPD-s betegekhez képest, a CD31" endotél MP szam
tekintetében viszont nem talaltunk szignifikédns kiilonbséget. Szignifikans kiilonbséget
mutattunk ki viszont a trombocita eredetli CD41" és CD42a" MP szam tekintetében az
AECOPD-s betegcsoportban a stabil COPD-s betegcsoporthoz képest. Méréseink
szerint a monocita eredetti CD14" (LPS receptor) MP szam is szignifikinsan magasabb

értéket mutatott az exacerbacioban 1évé betegeknél.

Thomashow és munkatéarsai (MESA csoport: Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis
Chronic Obstructive Pulmonary Disease Study) a keringé endotelialis MP-ok
mennyiségét vizsgaltdk kardiovaszkularis tarsbetegség nélkili, 10 csomag/év vagy
annal tobb dohanyzasi szokassal rendelkezd, stabil COPD-s betegcsoportban (n=104)
valamint kontrolloknal (n=79). A COPD-s betegeket enyhe (n=39), k6zépsulyos (n=46)
és sulyos (n=19) csoportra osztottak. Endotél markerek tekintetében a CD31*/CD42b’
(PECAM), CD51*/CD42b™ (vitronectin receptor) és a CD62E" (E-szelektin) EMP-k
Eredményeik szerint szignifikansan emelkedett CD31" EMP szdmot talaltak a stlyos és
a kozépsulyos COPD-s betegek esetén a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ezzel
szemben csak a stlyos COPD-s betegcsoportban mértek szignifikdnsan emelkedett
CD62E" EMP szamot a kontroll csoporthoz képest. CD51" mikropartikulum szam
tekintetében nem taldltak szignifikans kolonbséget a kontroll és a betegcsoport kozott

[172].

Takhashi és mtarsai egy késobb megjelent munkédjukban az EMP szam és az éves 1.
mp.-ben erdltetett kilégzés kozben mért térfogat valtozasai kozti 6sszefuiggést vizsgaltak
COPD-s betegekben. Vizsgalataikba 48 stabil COPD-s beteget vontak be (a
kardiovaszkularis betegségben szenvedd és dohanyzd betegeket kizartak). Az EMP
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szubtipusokat az alabbi markerek jelélésével hataroztak meg CD144" (VE-cadherin
EMP), CD31'/CD41" (PECAM EMP) és CDG62E" (E-szelektin EMP). Szignifikans
negativ korrelaciot talaltak az E-szelektin és VE-cadherin pozitiv EMP szam és az éves
FEV1 valtozds kozott. Tobbvaltozds linearis regresszids analizist alkalmazva
Kimutattdk, hogy az E-szelektin pozitiv EMP szdm, fiiggetlenil a VE-cadherin MP
szamtol az egyetlen paraméter, mely 0Osszefliggésbe hozhaté az éves FEV1
valtozasokkal. ROC gorbe alapjan megallapitottak, hogy a gyors FEV1 csokkenését a
153,0/ul cut-off E-szelektin szam jelzi elére. Kovetkeztetésiik szerint stabil COPD-s
betegekben a gyors FEV1 csokkenést a magas E-szelektin pozitiv MP szam jelzi el6re
[175]. Eredményeink alapjan a COPD-s betegcsoportunkban CD62E™ MP szam mellett
forditott korrelaciot talaltunk még a CD42a" és a CD14" MP mennyiségek valamint az
erbltetett kilégzési vitalkapacitds a FEVI/FVC kozott, ami arra utalhat, hogy a tiid6
allapotromlésdhoz a tliddkapillarisokban taldlhatdé érendotél valtozdson kiviil a
trombociték és a monocitak is hozzajarulhatnak.

A dohéanyzas és az endotél eredetli MP szam kozti dsszefliggést Gordon és munkatarsai
vizsgaltak. Vizsgalataikba 92 egyént vontak be, akiket egészséges nem dohanyzo,
normal tiidéfunkcidval rendelkez6 egészséges (tiinetmentes vagy tlinetekkel) dohéanyzé,
normal spirometriaval és alacsony DLco-val (korai tiid6karosodas jelei) rendelkezd
egészséges dohanyzo csoportba soroltak be. A mikropartikulum fenotipusokat az alabbi
CD marker parositasokkal hataroztdk meg: CD42b/CD31" - EMP; CD42b"/CD62E" -
aktivacio altal létrejott EMP; CD42b/CD31" /CD143 — pulmonéris Kapillarisbol
szarmaz6 EMP (a CD143 = ACE - angiotenzin konvertal6 enzim, mely a pulmonaris
kapillarisokban talalhaté meg nagy mennyiségben); CD42b/CD31" /Annexin V' -
apoptdzis indukéalta EMP. Csokkent CD42b /CD62E'/CD42b7/CD31" arany esetén
apoptozis indukalta, mig emelkedett arany esetén aktivacié indukalta EMP-nek
tekintették a mért mikropartikulumokat. Egészséges dohanyosokban enyhén emelkedett
EMP szamot, mig a korai tiidokarosodassal rendelkezé dohanyosokban jelentdsen
magasabb EMP szamot mértek a nem dohanyzokhoz viszonyitva, melyek apoptotikus
eredetiick és a tiidokapillarisokbol szarmaznak. Eredményeik szerint az emfizéma
kialakulasaban szerepet jatsz0 pulmonaris kapillaris sejtek apoptdzisat korai
stadiumban, a tiinetek megjelenése el6tt ki lehet mutatni a CD42b/CD31%/Annexin V*

EMP mérésével [173]. A fenti eredményekkel ellentétben, mi nem talaltunk
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szignifikans CD31" EMP szam eltérést a dohanyzas tekintetében a COPD-s
betegcsoportjainkban, mely magyarazhato az eltér6 CD marker festéssel (nem
hasznaltunk kettds jelolést az EMP meghatarozasra és nem szoritkoztunk az ACE
pozitiv MP-ra) valamint azzal, hogy a betegcsoportokban a COPD diagnézisanak

megfelelden mindig volt spirometriai eltérés.

Retrospektiv vizsgalatainkban a 7 évvel ezeldtt mért kiilonb6zo sejteredetli MP-ok
szdma és a betegség kimenetele kozti 0sszefliggést vizsgaltuk. Eredményeink szerint
COPD-ben az Annexin V* 6ssz, a trombocita (CD61") és a leukocita (CD13") eredetii
MP szamok is szignifikdns emelkedést mutattak a nem talélé betegekben. A fent leirt
MP szamok mellett a vordsvértest eredetli GlyA™ és a trombocita eredetii PAC1"
aktivacios marker MP szam is szignifikinsan magasabb volt a nem talélékben a
talélékhoz viszonyitva a teljes COPD-s betegcsoportban (21. Abra). A PAC1 csak
akkor jelenik meg, a kiilonboz6 stimulusok hatasara (pl. ADP, trombin, TxAZ2)
aktivalddott trombocitak felszinén, amikor GPIIb/Illa receptor konformécid valtozason
esik at, ezaltal 1étrehozva egy ligand kot helyet a fibrinogén, a von Willebrand faktor, a
fibronektin és a vitronektin szaméara. A trombocitdk egymashoz kapcsol6dasa
(aggregacio) a primér hemosztazis folyamataban a GPIIb/Il1a receptor és a fent felsorolt
ligandok kozvetitésével megy végbe. Erdekes médon 2010-ben, amikor GOLD stadium
alapjan vizsgaltuk a mikropartikulum mennyiségeket a PAC1® MP-ok szamaban
szignifikans emelkedést mutattunk ki a sulyosabb COPD-ben (GOLD IlI-1V)
szenved6kben, mint GOLD I-ll stddium esetén (p<0,031). A CD61 a fent emlitett
receptor egyik alegysége (integrin B3-lanc). Eredményeink azt sugalljak, hogy a
stlyosabb GOLD stadiumu betegek trombocitéi aktivalt allapotban vannak és a trombo-
inflammatorikus molekuldk szamanak emelkedése meghatarozza a klinikai kimenetelt.
Mivel MP-ra vonatkozoan koradbbi publikaciét nem talaltunk, ezért eredményeink

mindenképpen tjdonsagnak tekinthetdk.

A COPD és a trombocitadk aktivaltsdga kozotti 0sszefiiggést tobb kutatocsoport is
vizsgalta. Mufoz-Esquerre és mtsai a trombocitdk reaktivitdsat vizsgaltak VASP
(vasodilator-stimulated phosphoprotein) fehérje foszforilaltsaganak mérésével valamint
impedancias és optikai aggregometriaval, akut exacerbacioban 1évé6 COPD-s

betegekben, ill. a stabil allapotba val6 visszatérésukkor. Vizsgalataikba a trombocita
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aggregacio gatld terapian 1évé betegeket is bevontdk. Eredményeik szerint a
gatlo terapian 1évé betegek esetében is igazolhatd. Azok a betegek, akiknek a
gyulladasos markerei nagyobb emelkedést mutattak AECOPD-ben, nagyobb
valészinliséggel mutattak trombocita reaktivitds emelkedést [176]. Aleva és
munkacsoportja szamolt be arrdl, hogy stabil COPD-s betegek (GOLD II-1V)
trombocitai ADP és TRAP (trombin receptor aktivalo peptid) agonistakkal vald
stimulalas utdn fokozott fibrinogén kotodést mutattak az aktivalt GPIlIb/Illa
receptorhoz, felszinikoén a P-szelektin expresszié fokozddasa nélkil. A trombociték

reaktivitasa és a tid6funkcios paraméterek k6zott nem talaltak dsszefliggest [177].

Két szerzé is leirja, hogy COPD-s betegekben kimutathaté a trombocita-monocita
aggregatumok jelenléte a keringésben, melyek a trombocita aktivacd egyik markerének
tekinthetk. Aleva és mtsai 30 stabil COPD-s beteg teljes vérmintéiban talalt
szignifikans trombocita-monocita aggregatum emelkedést &ramlasi citometriaval, CD61
és CD14 markerek vizsgalataval, a trombocitak reaktivitasanak emelkedése nélkil
[178]. Maclay és mtsai a trombocita-monocita aggregatumokat CD42a és CD14
jeloléssel szintén aramlasi citometriaval vizsgélta, stabil és exacerbacidban 1évé COPD-
s betegekben. Az aktivacio hatasara a trombocitak felszinén megjelend P-szelektin
mennyiségét is mérték. A stabil COPD-s betegek esetén a trombocita-monocita
aggregatumok szignifikans emelkedést mutatattak a kontrollhoz képest, és mennyiségik
tovabb emelkedett akut exacerbacidban 1évd betegeknél. Szignifikdns trombocita
aktivalodast a trombocitak felszinén mért P-szelektin expresszioval nem tudtak
kimutatni [179]. A trombocita-monocita kdlcsonhatas a szerzok szerint nem P-szelektin
dependens, hanem egy Uj mechanizmus lehet6ségét veti fel. A COPD, az egyéb
gyulladas és a kardiovaszkularis betegségek patomechanizmusa kdzott a tromobocita-
monocita interakcid lehet az egyik kodzds pont. Prospektiv eredményeink szerint a
monocita eredtli CD14" és a trombocita eredetli CD41" és CD42" MP szam az akut
exacerbacidban szignifikans kilénbséget mutatott a stabil COPD-s beteg populaciéhoz
képest (p=0,008, 0,018 ill. 0,002) ami arra utalhat, hogy a COPD lefolyasaban, az
exacerbaciok kialakulasaban a trombocita-monocita kdlcsénhatasnak fontos szerepe
lehet. A trombocitak aktivalédasuk utan komplexet képeznek a monocitakkal, ezek a

komplexek pedig az aterotrombozis és a gyulladas kialakulasaban jatszhatnak szerepet.
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Az akut exacerbaciokban megjelend szisztémas gyulladas fontos szerepet jatszhat a

kardiovaszkularis betegségek kialakulaséban.

Betegeink utankovetése soran a trombocita (CD61%) és az aktivacios trombocita
(PAC1"Y), a leukocita (CD13") valamint vorosvértest (GlyA™") eredetii MP valamint a
vorosvértest szam mutatott szignifikans emelkedést a nem tulélé betegekben. Ez utdbbi
szerepe kevésbé tisztazott. A klasszikus felfogés szerint a betegségben fellépd hipoxia
miatt a legaltalanosabb mellékhatés a policitémia. Napjainkban azonban a hosszu tavu
otthon is alkalmazhatd oxigén terapia hozzaférhet6ségével a hipoxia jol korrigalhato,
ezért épp ellenkezbleg ezeknél a betegeknél egyre gyakrabban irnak le anémiat [180]. A
policitémia vagy az anémia kialakulésa a hipoxiés es a gyulladasos stimulusok kozotti
egyensulytol fligg. A legtobb irodalmi adat szerint a COPD-ben az anémia
kialakulasanak f6 oka a betegségben fennalld szisztémas kronikus gyulladas [181]. A
betegség lefolydsa sordn a vorosvértestek mechanikai tulajdonséagai is valtoznak. A
nyiréfesziltség emelkedésével, mely a MP képz6dés egyik elinditoja az exacerbacioban
1év6 betegeknél a vorosvértestek deformabilitdsa csokken, aggregacidja pedig nd. Ezek
a valtozasok oxidativ stressz hatdsara is végbemehetnek tovabb rontva a szdvetek
oxigenizaciojat [182]. Straface és munkatarsai analitikai citologiaval és morfometriai
modszerekkel vizsgaltak a vorosvértest eltéréseket stabil, sulyos és kézépsulyos COPD-
s betegekben. Ezeknél a betegeknél a kontrollokhoz viszonyitva szignifikansan nagyobb
szdmban volt kimutathaté kupa-alakl vorosvértest és acantocita. A citoszkeleton
fehérjéi, elsdsorban a spektrin filamentumok lokalizacidja is megvaltozott, a
Glycophorin A expresszio, pedig csokkent a vorosvértestek felszinén. A fent leirtak arra
utalhatnak, hogy a COPD-ben nagy szamban jelen 1év6 makrofagok altal felszabaditott
ROS-nak szerepe lehet a vorosvértestek alaki és funkcionalis elvaltozasaiban. Egyre
tobb bizonyiték keriil el arra nézve is, hogy a vorosvértestek jelatviteli sejtként is
milkodhetnek, a mas sejtekkel torténd biokémiai kolcsonhatdsok szabalyozasaban
[183,184].

Lacedonia és mtsai. irtak le sulyos és kozépsulyos stabil COPD-s betegek indukalt
kopetében emelkedett GIyA™ mikropartikulum szamot, mely negativan Kkorrelalt a
testtdmeg index-el és pozitivan a dyspnea index-el [185]. Mi els6ként irtuk le a

vorosvértest eredetii GIyA™ MP szdm emelkedést COPD-s betegek keringésében. A
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stabil és az exacerbacioban 1évé betegek esetében mennyiségiikben nem talaltunk
szignifikans  kulonbseget. Retrospektiv vizsgalataink szerint viszont az akut
exacerbacioban 1€évé alcsoportban a keringésben mért MP mennyiségek koziil a 7 év
alatt elhalalozottakban a trombocita eredetii MP-ok mellett a vorosvértest eredetii GlyA”
MP szadma szignifikdnsan magasabb volt a tGlélokhoz képest, mely fliggetlen
prediktornak bizonyult.

A betegségben a gyakori exacerbaciok elérejelzésére az Annexin V' 6ssz MP szam
mellett a pan leukocita eredetii CD45" MP szam mutatkozott a legalkalmasabbnak,
azonban nem bizonyult fuggetlen prediktornak. Retrospektiv vizsgalatunkban a ROC
analizis alapjan, a CD45" mikropartikulum szam < 8,5x10°/mL cut off értéknél a
gyakori exacerbaciot mutatdé betegeknél a tulélést 73%-o0s szenzitivitassal és 86%-0s
specificitassal jelezte elére. A CD45 egy fehérje tirozin foszfatdz (leukocyte common
antigen LCA), mely megtalalhatd a keringésben 1évé sejtek felszinén, kivéve a
vorosvértesteket és a trombocitdkat. A T és B sejt antigén receptor altal kdzvetitett
aktivacio alapvetd szabalyozoja. A COPD-ben leirt kronikus gyulladasra jellemzd a
neutrofil granulocitak, a makrofagok, a B sejtek, a limfocita aggregatumok és a CD8" T
sejtek felszaporodasa féleg a kis légutakban [186]. A gyulladds mértéke a betegség
GOLD stadium szerinti stlyossagaval parhuzamosan né [187]. Ezeknek a sejteknek az
in vivo vizsgalata nehézségbe Utkozik. Retamales és munkatarsai vizsgaltak elészor
stlyos COPD miatt tiid6 térfogat csokkenté mitéten (lung volume reduction surgery)
atesett betegekben a tiid6 alveolusok falaban és az alveolusok kozotti térben a
polimorfonukleéris sejtek (PMN), a makrofagok, a B sejtek, a CD4", CD8" limfocitak
és eozinofilek szdmat [188]. Eredményeik szerint a dohanyzas talajan kialakult stlyos
emfizéma a gyulladasos sejtek abszolGt szaménak emelkedésével (kivéve a B
limfocitakat) jart egyutt. Turato és munkatarsai dohanyzd, sulyos COPD-s betegek
sebészeti anyagaban vizsgaltdk a kis légutak és a muszkularis pulmonaris artéridk
szerkezeti elvaltozasait valamint a gyulladasos sejtek jelenlétét és eloszlasat. A Kkis
légutakban emelkedett CD45" @ssz leukocita szamot mutattak ki, mely negativ
korrelaciot mutatott a FEV1-el. A légutak faldban a gyulladds a CD8" és CD4"
limfocitdk szamanak emelkedésével, a légutak epitéliumaban pedig a makrofagok
szamanak emelkedésével volt jellemezhetd. A pulmondris artéridk szintjén nem tudtak

eltérést kimutatni [189].
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COPD-s betegek kopetében is kimutathatdk a gyulladasos sejtek. A kdpetben a neutrofil
granulociték talalhatok a legnagyobb szdmban, melyek aktivalt formaban protedzokat,
mieloperoxidazt és elasztazt termelnek [190]. A neutrofilek szama és a FEV1 kozott
negativ korrelacié mutathatdé ki [191]. A COPD-s betegek 1/3-nak kdpetében
emelkedett eozinofil szam mutathat6 ki. Erdekes modon ezek a betegek jol reagalnak a
szteroid kezelésre [192]. A masodik legnagyobb szamban jelenlevé sejt a kopetben, a
makrofag. Ezek metalloproteindzokat termelnek, melynek a tiidészovet atalakitasaban
és a kdvetkezményes légut obstrukcioban van szerepe. Ezenkivil reaktiv oxigen gyokok
(ROS) és lipid mediatorok (leukotriének, citokinek, kemokinek) kibocsatasara is
képesek [193]. A limfocitak viszonylag kis szamban mutathatok ki, koézilik a CD8"
citotoxikus T limfocita populacié a legszamosabb. Szerepiik a COPD kialakulasaban
nem tisztdzott. A tiid6 parenchima sejtjeinek karosoddsa valodsziniileg az altaluk
felszabaditott perforin és granzim altal jon létre [194]. Kis szdmban az aktivalt CD4" T
limfociték is jelen vannak a COPD-s betegek kopetében, ezek elsdsorban Thl tipusuak,
melyek CXCL10 tipusu kemokinek expresszaldsa révén ellendrizhetik a matrix
metalloproteindzok felszabaditasat [195]. A broncho-alveolaris moséfolydékban
(BALF) foleg makrofagok, kisebb szdmban neutrofilek és limfocitdk mutathatok ki.
Ennek magyarazata, hogy a kdpet els6sorban a nagy 1égutakbol szarmazik, mig a BALF

a bronhiolusokbol és az alveolusokbol [196].

Lacedonia és mtsai. stlyos és kdzépsulyos stabil COPD-s betegek indukalt kopetében a
sejtosszetétel mellett vizsgaltak a kiilonb6z6 eredetii MP-ok szdmaét is. Legnagyobb
szamban a gyulladasos sejtek kozil a neutrofilek, majd a makrofagok, végil a
limfocitdk voltak kimutathatdéak. Két beteg esetében talaltak magasabb eozinofil
szamot. Mikropartikulumok tekintetében a pan leukocita (CD11a), granulocita (CD66b)
monocita-makrofag (CD11b), trombocita (CD41), endotél sejt (CD31) és vorosvértest
(CD235a) eredetiicket vizsgaltak &ramlasi citometriaval. A kdpetben legnagyobb
szamban a granulocita eredetli MP-ok voltak jelen. A vordsvértest és endotél eredetii
MP-ok kisebb, de elég magas szdmban voltak kimutathatok. Legkisebb mennyiségben a
pan leukocita és trombocita eredetic MP-0k voltak jelen a kdpetben.

A CD31" MP-ok és a FEV1 kozott negativ korrelaciot mutattak ki. A CD66b™ MP szam
pozitiv korrelaciot mutatott a BODE (Body mass index airflow Obstruction, Dyspnea,

and Exercise capacity) index-el és negativan korrelalt a 6-minute walking test” index-
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el. GlyA™ MP-ok negativan korrelaltak a BMI index-el és pozitivan a dyspnea index-el.
A MP szam és a kopet cellularitads valamint az exacerbaciok szama kozott nem volt

Osszefligges [185].

Osszességében elmondhatd, hogy a COPD-vel kapcsolatban az eddigi kutatasok
elsésorban az endotél eredetii MP-ok szdmat vizsgaltak, abbdl kiindulva, hogy a
betegséghez vezetd kiilonb6zo stimulusok és a betegségben fennalld gyulladas
elsésorban a tiid6kapillarisok endotél sejtjeit karositja. Az irodalomban azonban eddig
nem talalhaté adat mas eredeti MP mérésre a COPD-s betegek korében, holott a
trombocita és leukocita eredeti MP-ok is szerepet jatszhatnak az endotél sejtek
apoptozisanak ill. aktivacidjanak Kkivaltasaban, ill. a COPD kialakulasaban és
progresszidjaban. Vizsgalatainkban a trombocita (CD61%, CD41", CD42a", PAC1"),
leukocita (CD45", CD13"), vorosvértest (CD235a"), limfocita (CD56") és monocita
(CD14") eredetii MP-ok szamaban is talaltunk szignifikans kiilénbséget a kontroll és
COPD-s ill. a kontroll ¢és az akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegcsoportok kdzott.
Az akut exacerbacioban 1évd betegek esetében a trombocita eredetii CD41" és CD42a",
az aktivalt endotél eredetli CD62E" valamint a monocita eredeti CD14" MP szam

mutatott szignifikdns emelkedést a stabil COPD-s betegekhez viszonyitva.

Retrospektiv vizsgalatunkban tébb olyan MP-t is talaltunk, melyek COPD-ben a 7 éves
halalozas eldrejelzéi lehetnek (AnnexinV® 6ssz MP, CD61°, CD13", PACL", GlyA+).
Fuggetlen prediktornak a GIyA™ MP és a vorosvértest szam bizonyult. A stabil
betegekben a gyakori exacerbaciok elore jelzésére és koriikben 7 éves id6tartamban a
haldlozis elérejelzésére a CD45" pan leukocita eredetii MP szam emelkedés lehet a
legalkalmasabb. A hatterében all6 patobiokémiai mechanizmus azonban még nem

tisztazott.

A betegség kialakulasaval és lefolyasaval 6sszefliggesben, nagyobb betegcsoporton a

fenti MP-ok tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

66



6. Uj megallapitasok
Laboratériumi megallapitasok
1. A rendelkezésre allé irodalomi adatokbdl kiindulva stabil modszert dolgoztunk ki a

mikropartikulumok izoléalasara és Beckman-Coulter FC500 aramlasi citométeren vald
meérésere.
2. Kimutattuk, hogy az altalunk kidolgozott modszer a VK%-ok alapjan (<20%)

mindegyik CD markerrel jelolt MP szam tekintetében reprodukélhato.

3. Igazoltuk, hogy a mintavételtdl eltelt id6 (1 o6raval mintavétel utan) a mért MP

mennyiségeket egyetlen CD marker esetében sem befolyésolja.

4. Referencia tartomanyt hoztunk létre egészséges egyénekbll az 57 év (49-63)
korosztalyban a kiilonb6z6 sejt eredti MP mennyiségekre, mely a késObbiekben

0sszehasonlitési alapot képzett/képezhet a korban ill6 betegcsoportokhoz.
Klinikai megéllapitasok
MP-ok klinikai jelentdsége a szeptikus betegekben

1. Kimutattuk, hogy sulyos szeptikus betegek esetén az 6ssz mikropartikulum szam, a
besorolas utani 1., 3. és 5-ik napon szignifikansan magasabb, mint a kontroll

csoportban.

2. Sulyos szeptikus betegek esetében a besorolas utani 1., 3. és 5.-ik napon a trombocita
eredetii CD41", CD61" és CD42a" MP szam szignifikans emelkedését mutattuk ki a

kontroll csoporthoz viszonyitva.

3. Az aktivaciés PAC1 trombocita markert hordoz6 MP-ok szaméban viszont

szignifikans csokkenést mutattunk ki az 1. és az 5.-ik vizsgalati napon.

4. A kiilonbozd sejteredett MP mennyiségek tekintetében egyik vizsgalati iddpontban
sem mutathatd ki szignifikdns kiilonbség a talélé és a nem taléld szeptikus beteg

csoportok kozott.
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5. Kimutattuk, hogy sulyos szeptikus betegekben az 6ssz MP szadm szignifikansan
magasabb a 2 szervet érint0 szervelégtelenség esetén, mint az 5 szervelégtelenségben

szenvedOknél.

MP-ok klinikai jelentésége COPD-s betegekben

1. El6szor igazoltuk, hogy a stabil és akut exacerbacidban 1évé COPD-s betegek
keringésében szignifikdnsan magasabb az Annexin V' 6ssz MP szam, a trombocita
eredetii CD61", CD41", CD42a", PAC1", a vorosvértest eredetii GIyA®, a leukocita
eredetii CD45", CD13", a monocita eredetii CD14" és a limfocita eredetii CD56"
mikropartikulum szdm az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Az irodalomban
korabban csak endotél eredetii CD31" és CD62E" mikropartikulumokat vizsgaltak,
melyeknél szintén a fenti 6sszefliggést talaltuk.

2. Elészor irtuk le, hogy az akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegek periférids
vérében a CD62E" endotél eredetli MP szam mellett a trombocita eredetii CD41",
CD42a" valamint a monocita eredetii CD14" MP szam is szignifikansan magasabb,
mint a stabil COPD-s betegekben.

3. Kimutattuk, hogy a trombocita eredetii PAC1" aktivacios markert hordozé MP-ok
szdma szignifikansan magasabb a stlyosabb COPD-ben (GOLD IlI-IV) szenvedékben,
mint a kevésbé sulyos (GOLD I-11) COPD-s betegek esetén.

4. A teljes COPD populécidban a vorosvértest szam és GlyA™ mikropartikulum szam a
7 éves mortalités fuggetlen prediktoranak bizonyult.

5. A stabil COPD-s betegekben a pan leukocita eredetii CD45" MP szam elére jelezte
a 7 év alatti gyakori exacerbaciot és a gyakori exacerbacidé csoportban a mortalitas

fliggetlen prediktoranak bizonyult.
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Background: Microparticles (MPs) are shedding membrane vesicles released from activated
blood and endothelial cells under inflammatory conditions. The role of endothelial MPs (EMPs)
in pathophysiology of COPD is relatively well known. However, the release and function of
MPs of other cellular origins, eg, platelets, red blood cells and leukocytes, are not clearly
evaluated in COPD.

Purpose: The aim of this study was to measure EMPs and other cell-derived circulating MPs
in stable and exacerbated COPD patients.

Patients and methods: A total of 50 patients with COPD and 19 healthy volunteers were
enrolled in the study. EMPs (CD31+, CD62E+) and platelet-derived (CD61+, CD41+, CD42a+,
PACI1+), red blood cell-derived (GlyA+) and leukocyte-derived (CD45+, CD13+, CD14+,
CD56+) MPs were measured. Flow cytometry (FC) was performed on Beckman Coulter FC500
analyzer. MP reference gate was set using 0.3-0.5-0.9 um microbeads with MP size gates of
0.5-1.0 um.

Results: All the measured MPs were significantly (P<<0.001) higher in COPD patients than in
the controls. Furthermore, CD62E+, CD41+, CD42a+ and CD 14+ MP values were significantly
(P<<0.001) increased in exacerbated COPD compared to stable COPD. These MPs showed
significant (P<<0.001) inverse correlation with FEV /FVC, as well.

Conclusion: In this study, we describe a reliable flow cytometric assay for MP analysis that
was successfully applied in COPD. Besides EMPs, COPD is accompanied by an increased
concentration of various MPs in the systemic circulation; particularly, platelet- and monocyte-
derived MPs seem to be important in exacerbation.

Keywords: cell-derived microparticles, biomarker, COPD, flow cytometry

Introduction

Microparticles (MPs) are defined as small (0.1-1.0 um) lipid bilayer-limited
microvesicular bodies with variable exposure of phosphatidylserine in their outer
membrane leaflet. The membrane skeleton may be present, but the nucleus is absent and
the bodies lack synthetic capacity. They are involved in intercellular communication,
signal transduction and mediated receptor, virus and prion transfer. MPs are also
known to take part in protein and mRNA/microRNA transport, waste management,
coagulation, angiogenesis, inflammation and cell activation.'”> MPs are released into
the extracellular microenvironment during apoptosis, cell activation or exposure to
shear stress in physiological or pathological conditions as inflammatory disorders.*
Nowadays, the quantity and the cellular origin of MPs are widely studied. Their
cellular origin could be distinguished based on their surface protein’s characteristics
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as CD markers. The most relevant host cells are endothelial
cells, platelets, red blood cells and leukocytes (neutrophils,
monocytes, lymphocytes).’

Accumulating evidence suggests that cell injury in lung
tissue is closely connected to disease progression in COPD.
Due to the endothelial injury in the pulmonary capillary
vasculature, endothelial MPs (EMPs) are now receiving
attention as potential biomarkers for COPD. They might
predict the presence, progression and degree of endothelial
damage in COPD patients.® The release of MPs from other
cellular origins, eg, platelets, red blood cells and leukocytes,
is not clearly understood in COPD. However, these cells are
also activated during COPD pathophysiology, and COPD
is also associated with several comorbidities and linked to
systemic inflammation.”® Therefore, the role of MPs of vari-
ous origins would be of great interest in understanding both
the course of COPD and its effect on remote organ failure.

To detect and analyze MPs, different methods have been
described, but due to technical variety and several difficul-
ties, conflicting data have been reported.!*”'” Nowadays, flow
cytometry (FC) is the most frequently applied method in MP
analysis, although there is no standard protocol for isolating
and detecting circulating MPs from the plasma.

The aim of this study was to measure various MPs from
different cellular origins in COPD patients with a reliable
flow cytometric method for diagnostic purposes.

Patients and methods

Patients

The study protocol was approved by the Regional Research
Ethical Committee, University of Pécs (3429/2009). Written
informed consent was obtained from each patient and healthy
subjects.

A total of 50 patients with COPD, who were treated at the
1st Department of Internal Medicine, Division of Pulmonol-
ogy, University of Pécs, were recruited into this prospective
clinical study. The diagnostic criteria and the GOLD strati-
fication for COPD patients were made according to GOLD.’
Exclusion criteria in COPD patients were major factors that
could significantly alter MP amounts such as hematological
diseases, kidney diseases, cytostatic treatment in the past
30 days, patients with disseminated intravascular coagulation
score of =35 and antiphospholipid syndrome.'® Besides, clinical
factors (including smoking habits, comorbidities and medica-
tion) of patients, which could alter MP values, were recorded.
Definition of exacerbated patient is as follows: hospital admis-
sion and intravenous corticosteroid therapy were urgently
initiated based on the worsening of the symptoms such as

increased sputum, cough and signs of respiratory distress.
COPD npatients presenting for regular yearly checkup and
without novel symptoms were considered as stable.

The data were compared to an age-matched control group
consisting of 19 volunteers. The healthy state was assessed
based on medical records, physical examination and labo-
ratory data. The exclusion criteria were the same as in the
COPD patient group.

Blood sampling

Anticoagulated, fasting venous blood samples were drawn
with 21 G needles after short strangulation from the
antecubital vein into 2.7 mL 3.8% (0.129 M) Na, citrate con-
taining closed blood collection system tubes (BD, Franklin
Lakes, NJ, USA). Upon blood collection, the first 3 mL blood
was collected in a separate vial and discarded. The blood
samples for MP measurements were transported immediately
to the laboratory and processed within 1 hour.

MP isolation and flow cytometric

measurements

Currently, there is no standardized method for MP analysis.
Because of this, and to avoid false-positive MP results, we
developed a method for MP isolation as follows.

Blood was centrifuged at 800 xg for 20 minutes at room
temperature to obtain platelet-rich plasma. Then, 1.5 mL
supernatant was transferred into a new test tube and centri-
fuged at 1,500 xg for further 20 minutes to obtain platelet-poor
plasma (PPP). Afterward, 1 mL PPP was further centrifuged
at 1,500 xg for 20 minutes in a new polystyrene tube to obtain
cell-free plasma. The top 500 UL of cell-free plasma was trans-
ferred into an Eppendorf tube and pelleted at 18,000 xg for
10 minutes. The supernatant was carefully removed leaving
25 uL of MP-rich plasma at the bottom of the Eppendorf tube.
MPs were suspended with gentle vortexing for 20 seconds
in 1.0 mL Apo-binding buffer (10 mmol/L HEPES-4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid [Sigma-Al-
drich Co., St Louis, MO, USA], 5 mmol/L KCI, 1 mmol/L
MgCl,, 136 mmol/L NaCl, pH =7.4) without CaCl,.

In this study, only Annexin V+ MPs were analyzed.
We selected EMPs (CD3 1+, CD62E+) and platelet-derived
(CD61+, CD41+, CD42a+, PAC1+), red-blood-cell-derived
(GlyA+) and leukocyte-derived (CD45+, CD13+, CD14+,
CD 56+) MPs. The selected CD markers, their cellular origin,
the fluorescent dye used for labeling and the manufacturer’s
specification for our MP measurements are summarized in
Table 1. The individual antibody cocktail tubes are listed
in Table S1.
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Table I CD markers used for MP measurements

CD marker Cellular origin Function Fluorescent dye Manufacturer
CDeél Platelet Integrin B3 chain with CD4I forms GPIIb/llla, FITC Beckman Coulter
receptor for fibrinogen, fibronectin, plasminogen,
prothrombin, vitronectin, thrombospondin; with
CD5|1 forms vitronectin receptor, role in cell
adhesion without activation
CD4I Platelet Integrin olIB chain with CD61 forms GPIIb/Illa Cy5 Becton Dickinson
has a crucial role in coagulation
CD42a Platelet GPIX that forms receptor complex with GPIb FITC Becton Dickinson
(GPIb/V/IX) and GPV; von Willebrand factor and high-affinity
thrombin-binding site
PACI Platelet (activation Present only on the surface of activated FITC Becton Dickinson
(GPIIb/llla) marker) platelets, recognizes an epitope on the GPIIb/llla
complex of activated platelets at or near the
platelet fibrinogen receptor
CD31| (PECAM-I) Endothelial cell PECAM-1, major constituent of endothelial PE Becton Dickinson
intercellular junction, required for leukocyte
trans-endothelial migration under inflammatory
conditions
CDé62E Endothelial cell ELAM-I, expressed on the surface of activated PE Becton Dickinson
(ELAM-1/E-selectin) (activation marker) endothelial cells, mainly in inflammation
CD45 Leukocyte Pan leukocyte marker FITC Beckman Coulter
CDI3 Leukocyte Present on the surface of granulocytes PE Beckman Coulter
(aminopeptidase N) and monocytes
CDI4 (LPS-R) Monocyte LPS receptor, present on the surface PE Beckman Coulter
of monocytes/macrophages
CD235 Red blood cell Present on the surface of red blood cells PE Becton Dickinson
(glycophorin A) and their precursors
CD56 (NCAM) NK cells, activated Role in cell-cell adhesion Cy5 Becton Dickinson
CD8+ T cells
Annexin V Recognizes Present on the surface of activated FITC, Cy5 Becton Dickinson
phosphatidylserine and apoptotic cells
Mouse IgG| Isotype control FITC, PE, Cy5 Becton Dickinson

Note: Cellular origin and function of CD markers, fluorescent dye and the manufacturer’s specification.
Abbreviations: Cy5, CyChrome (PE-Cy5 conjugate); ELAM-I, endothelial leukocyte adhesion molecule I; FITC, fluorescein isothiocyanate; Ig, immunoglobulin; LPS,
lipopolysaccharide; LPS-R, lipopolysaccharide receptor; NCAM, neural cell adhesion molecule; PE, phycoerythrin; PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule.

For sample labeling, 10 uL of MP suspension in Ca**-
free buffer was incubated in 100 UL Apo-binding buffer
supplemented with 2.5 mmol/L CaCl, with total 10 UL anti-
body, previously diluted to optimal labeling concentration.
Staining was incubated for 30 minutes at room temperature
in dark chamber. All buffers were filtered through 0.2 um
membrane filters.

Flow cytometric analysis

The method described in International Society on Thrombo-
sis and Hemostasis (ISTH) SSC standardization study with
minor modifications was used for the flow cytometric MP
analyses.'""'? Flow cytometric measurements and data analy-
sis were performed on Beckman Coulter (Brea, CA, USA)
FC-500 cytometer with CXP software. MP’s reference gate

was defined using 0.3 pm, 0.5 wm and 0.9 um FITC-labeled
polystyrene microbeads (Soft Flow Ltd., Pécs, Hungary).
Side scatter, forward scatter and fluorescence channels
were set in logarithmic scale. MP size gate was determined
between 0.5 and 1.0 um size range. Events in the MP gate
were further discriminated by labeling with Annexin V. MPs
were defined as Annexin V-positive events in the MP gate
with fluorescence intensity above the isotype control.

For the determination of the MP number, known con-
centration (1x10%mL) of 3 um diameter microbeads (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) was used (Figure 1).
To determine the optimal labeling concentrations, all anti-
bodies and Annexin V were titrated. Labeling concentrations
were defined by antibody staining of samples and sample-free
buffers in the presence or absence of CaCl,. Labeling was
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Figure | FC gating strategy used for MP measurement.

Notes: (A—-C) MP size gate was determined using 0.3 um, 0.5 um, and 0.9 um FITC-labeled polystyrene MBs. The lower side of the gate was set below 0.5 um bead as a
threshold, because the 0.3 um and 0.5 im bead histogram displayed an overlap indicating that the cytometer would not be able to discriminate individual MPs between these
size ranges. The upper side of the gate was set at the upper and right sides of the 0.9 um bead cloud. In this MP gate, the buffer and the sample containing MPs can be clearly

distinguished. (D-G) MPs were defined as Annexin V+ events in the size gate, with fluorescence intensity above isotype control and the sample-free buffer.

Abbreviations: Cy5, CyChrome (PE-Cy5 conjugate); FC, flow cytometry; FITC, fluorescein isothiocyanate; FS, forward scatter; Iso, isotype; MB, microbeads;

MP, microparticle; PE, phycoerythrin.; SS, side scatter.
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considered optimal if CaCl -labeled sample measurement
events were clearly distinguishable from background and
CaCl,-free staining as well as from isotype controls.

As a positive control, we used MPs isolated from pooled
platelet-rich plasma after stimulation with calcium ionophore
A23186 (Sigma-Aldrich Co., 25 pumol/mL). The pooled
platelet-rich plasma was collected from healthy volunteers.
Negative controls were MPs stained with Annexin V in the
presence of 2.5 mmol/L EDTA.

Statistical analyses

Statistical analyses were done using SPSS 22 version for
Windows (IBM Corporation, Armonk, NY, USA). For
investigating differences between patient groups, Mann—
Whitney U test and Kruskal-Wallis test were used because
of non-normal distribution of values. Chi-squared test was
used to compare categorical variables. Correlation analysis
was carried out using Spearman’s test. Data are presented

Table 2 Demographic and clinical data of COPD patients

as median (IQR). In calculations, P<<0.05 was considered
to be statistically significant.

Results

Demographic and clinical data of COPD patients are sum-
marized in Table 2. A total of 19 healthy subjects served as
controls (nine males and 10 females) with the median age of
57 (49-63) years. The number of smokers was 8 (42%).

MPs in control subjects vs stable

COPD patients

All the measured MPs such as CD31+4 and CD62E+ with
endothelial; CD61+, CD41+, CD42a+ and PACI1+ with
platelet; GlyA+ with red blood cell, CD45+ and CD13+
with leukocyte; CD14+4 with monocyte and CD56+ with
lymphocyte origin showed significant (P<<0.001) elevation
in stable COPD patients compared to controls (Table 3).

Stable COPD (n=34) AECOPD (n=16) P-value

Age (years)* 63 (54-70) 63 (56-67) 0.755
Male® 20 (59) 9 (56) 0.863
Chronic diseases

DMP 2 (6) 5@31I) 0.03

CvD® 20 (58) 9 (56) 0.863

Smoking® 20 (59) 10 (62) 0.804
Medication

Ca channel blockers® 8(23) 10 (62) 0.009

B-blockers® 17 (50) 7 (44) 0.680

ACEI 13 (38) 6 (37) 0.898

Statin® 2 (6) 3(19) 0.320

ICS® 25 (74) 14 (87) 0.464

LABA® 26 (77) 14 (87) 0.698

LAMA® 32 (94) 14 (87) 0.245
Lung function

FEV /[FVC? 0.56 (0.41-0.63) 0.49 (0.37-0.55) 0.179

FEV, ref% 0.52 (0.36-0.67) 0.56 (0.45-0.67) 0.925
GOLD stage

GOLD I-IP 21 (62) 10 (62) 0.96

GOLD llI-Iv® 13 (32) 6 (37) 0.96
Routine parameters

Cholesterol* (mmol/L) 5.50 (5.00-6.80) 4.95 (4.10-6.10) 0.151

RBC count® (T/L) 4.89 (4.43-5.22) 4.99 (4.49-5.29) 0.677

PLT count® (G/L) 232 (172-276) 267 (195-328) 0.112

WBC count® (G/L) 7.55 (5.76-9.76) 13.53 (8.99-15.85) <0.001

hs-CRP* (mg/L) 5.65 (3.50-8.30) 9.67 (2.93-23.61) 0.114

Notes: Median (IQR)* and n (%)"° are presented. Mann—Whitney U test and chi-squared test were used to compare variables.
Abbreviations: ACEI, angiotensin-converting enzyme inhibitor; AECOPD, acute exacerbation of COPD; CVD, cardiovascular disease; DM, diabetes mellitus; G, giga;
hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; ICS, inhaled corticosteroid; LABA, long-acting B-agonist; LAMA, long-acting muscarinic antagonist; PLT, platelet; RBC, red blood

cell; T, tera; WBC, white blood cell.
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Table 3 Number of MPs in control subjects and patients with stable and AECOPD

CD markers Control Stable COPD AECOPD P-value; control vs P-value; stable
(x105/mL) group (n=19) (n=34) (n=16) stable and control vs vs AECOPD
AECOPD

Annexin V+ 2.18(1.33-3.70) 53.74 (35.08-76.38) 61.15 (44.26-73.39) <0.001 0.747

CD31+ 0.79 (0.48-1.40) 10.35 (7.78-17.04) 15.59 (11.82-21.95) <0.001 0.164
CD62E+ 1.72 (0.97-3.17) 29.87 (26.85—40.58) 44.09 (33.43-59.21) <0.001 0.011

CDeél+ 2.10 (1.22-3.65) 48.36 (32.02-73.68) 54.99 (38.18-65.73) <0.001 0.992

CD41+ 1.51 (0.90-2.46) 37.99 (32.69-52.59) 61.15 (44.25-73.39) <0.001 0.018
CD42a+ 0.17 (0.12-0.30) 1.32 (0.92-1.51) 3.19 (1.49-5.69) <0.001 0.002

PACI+ 0.15 (0.09-0.23) 0.57 (0.28-3.05) 0.52 (0.15-0.76) <0.001 0.182

GlyA+ 0.28 (0.16-0.59) 821 (6.76-11.59) 11.93 (5.03-18.98) <0.001 0.133

CDA45+ 1.88 (1.10-2.94) 37.67 (26.34-59.24) 43.21 (20.29-60.07) <0.001 0.670

CDI3+ 1.62 (0.99-3.19) 30.37 (21.32-5,500) 41.44 (26.91-46.07) <0.001 0.904

CDI14+ 0.07 (0.06-0.11) 0.29 (0.08-0.48) 0.624 (0.44-0.98) <0.001 0.008

CD56+ 1.02 (0.63-1.88) 43.99 (32.81-54.94) 61.15 (42.02-73.40) <0.001 0.240

Notes: Median (IQR) data are presented. Kruskal-Wallis test was used to compare variables.

Abbreviations: AECOPD, acute exacerbation of COPD; MPs, microparticles.

MPs in stable vs acute exacerbation
of COPD (AECOPD) patients

Importantly, we detected statistically significant differ-
ences in patients with AECOPD vs stable COPD patients:
the number of CD62E+, CD41+, CD42a+ and CD14+ MPs
was significantly (P<<0.05) higher in the AECOPD group
(Table 3). These endothelial-, platelet- and monocyte-derived
MP numbers showed a remarkable elevation in acute exac-
erbation state of COPD patients.

After dichotomizing patients based on GOLD stages, an
increased number (P=0.031) of PAC1+ MPs were observed
in severe cases indicated by GOLD III and IV (Figure 2).

In addition, multivariate analyses showed that CD62E+,
CD42a+and CD14+ MPs correlate inversely with FEV /FVC
(-0.4006, —0.473, —0.440, P<<0.001, respectively).

Discussion

There is a growing evidence of applying MP analysis in
the diagnostic process. However, the heterogeneity of the
area makes it difficult to use MPs as potential biomarkers.
A wide variety of sample preparation processes, in-house
developments, different gating and measurement methods,
diversity of the tested CD markers and small number of
controls makes it almost impossible to compare the results
of the research groups. There are no standard methods (solid
phase capture techniques, electron microscopy, atomic force
microscopy, transmission electron microscopy, nanopar-
ticle tracking analysis and flow cytometry analysis) and
standard protocols (different centrifugation time, cycles and
forces, different sample types) for MP measurements. -’

Besides, there is no consensus on the use of MP-labeling
antibodies. Different fluorochrome-labeled antibodies
recognize different CD markers on the cell surface; how-
ever, these CD markers are represented in different densi-
ties. Consequently, the amounts of MPs can vary in wide
ranges making results difficult to compare. It is also chal-
lenging to differentiate MPs from exosomes (30—100 nm) or
apoptotic bodies (14 um) during the workflow and analysis.

During our study, we successfully introduced a reliable
flow cytometric method on Beckman Coulter FC500 flow
cytometer for the measurement of MPs. Certainly, our

P=0.031
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Figure 2 Comparison of PACI+ MPs in patients with GOLD stage |-l vs stage
-1V,

Note: PACI+ MP numbers are significantly increased in patients with GOLD stage
IlI-IV compared to patients with GOLD stage I-Il (data are presented as median and
25-75th percentiles, Mann—Whitney test, P=0.031).

Abbreviation: MPs, microparticles.
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method has also some limitations. Besides the advantages
of the method such as small sample size, relative wide
availability and the capability to measure in parallel the num-
ber and the cellular origin of the MPs, the main disadvantage
is the low size sensitivity. The FS (forward scatter) detec-
tor detects scattered light at an angle of 1°~70° depending
on the setup of the instrument.'® A higher collection angle
reflects higher sensitivity.!” Most of the commercially avail-
able cytometers have an FS size limit around 0.5 um due to
the laser light wavelength (488 nm), restricting the accurate
measurement of MPs in the lower size range. Consequently,
only a fraction of MPs above this size can be detected with old
type of cytometers.'* This limits the assessment of whole
MP population taking into account that the MP size range is
between 0.1 and 1.0 um. New flow cytometers such as the
Beckman Coulter (Brea, CA, USA) Gallios™ , BD (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) FACSAria™ III, Apogee
(Apogee Flow Systems Ltd, Northwood, England) A40/A50
are promising for the measurement of MP populations with
lower size, because they have been designed to address this
issue by increasing the FS collection angle.?%?

The amount of studied MPs in our control group is in
agreement with previous studies; however, due to technical
variety, there is no international reference range for MP
level."21:2 Moreover, some research groups use only platelet
poor plasma (PPP), while others also pellet the MPs before
labeling. Both PPP and PFP contain some residual platelet
contamination, and thus this fact may affect the final MP
count. Our protocol is capable of identifying only MPs
without residual contamination and it is ideal for clinical
investigations. Studies that present results about MPs in a
certain patient population, such as COPD, provide useful
information about their predictive value as a biomarker.

Studies to date have been focused only on EMPs in
COPD; however, MPs from other origins may also play a
pivotal role in COPD.?*2¢ It is known that MPs originating
from platelets and monocytes may play an important role in
the development and progression of COPD.?” However, very
limited data are available so far. To the best of our knowl-
edge, this is the first study which investigates various MPs
in COPD. In our study besides EMPs (CD3 1+, CD62E+), we
analyzed the platelet-originating (CD61+, CD41+, CD42a+,
PACI1+), red blood cell-originating (GlyA+) and leukocyte-
originating (CD45+, CD13+, CD14+, CD56+) MP popula-
tions as well. Despite the relatively low number of cases, we
found significant differences between COPD and the control
group. Highly elevated MP levels can be interpreted as cell
activation, tissue damage, inflammation and apoptosis which
are known to be pathophysiologic processes in COPD.*®

Recently, EMPs have been described as possible pathogenic
factors and prognostic markers of COPD and emphysema.?>¢
We also found elevated CD62E+ MP values; moreover,
exacerbated COPD patients showed higher levels than stable
COPD. This finding is consistent with the observations of
Takahashi et al** and could be explained by endothelial activa-
tion and vascular injury in the lungs during COPD.

A novel observation of our study that not only EMPs
are elevated in exacerbated COPD but also platelet-derived
CD41+ and CD42a+ and monocyte-derived CD 14+ MPs also
take a significant part in COPD exacerbations.

An inverse correlation with lung functions and the eleva-
tion in exacerbated cases could make them a candidate as
potential predictive biomarker and confirm their role in
COPD pathophysiology.

The causative role of such specific MPs in the
pathophysiology of exacerbations still should be elucidated.
In addition, these thrombo-inflammatory pathway-related
MPs may also regulate the airway functions, because an
inverse correlation was found between them and the lung
function (FEV /FVC). In accordance with our findings, a
negative correlation between endothelium-derived CD3 1+
MPs and FEV /FVC was recently observed in the sputum
of COPD patients.?® Although, MPs from the sputum were
not investigated in our study, parallel measurement of MPs
especially their kinetics in both the airway and the systemic
circulation would clinically be worthwhile and elevations in
exacerbated cases could make them candidates as potential
predictive biomarkers.

Probably due to the low number of patients, we could
not detect significant differences regarding smoking habits,
medications and comorbidities. However, as it is suggested
by other authors, these factors might increase MP values.?
COPD is also associated with several comorbidities, prob-
ably linked together through the systemic inflammation.”®
Similarly, high levels of MPs with different cellular origins
(platelet, leukocyte, endothelial) were described in CVD
patients that may play different roles in cross talk between
endothelial and other cell types and should be the potential
effectors in inflammation and vascular injury.>

Limitations of the study

Besides the relatively low number of cases, there are several
limitations in our study: 1) in contrast to other sources of
MPs, such as the sputum, blood cell-derived MPs were
examined only in the systemic circulation here; 2) instead of
single measurement, the kinetics of the MPs would be more
informative; 3) MPs derived from airway epithelium were
not investigated in our cohort.
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Conclusion

This study presented a reliable method for MP analysis.
Elevated MP values in exacerbated COPD patients may help
to recognize disease progression and to start adequate therapy
to achieve a better clinical outcome. However, to apply MPs
as potential predictive biomarkers of COPD worsening and
outcome, further studies are needed.
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Table S|I Individual antibody cocktails used for MP measurements

Tube FITC-labeled CD markers PE-labeled CD markers Cy5-labeled CD markers
Tube | CDél FITC CD3I PE Annexin V Cy5
Tube 2 Annexin V FITC CDI3 PE CD4I Cy5
Tube 3 PACI FITC CDI14 PE Annexin V Cy5
Tube 4 Annexin V FITC GlyA PE CD56 Cy5
Tube 5 CD42a FITC CDé62E PE Annexin V Cy5
Tube 6 CD45 FITC - Annexin V Cy5
Tube 7 Iso FITC Iso PE Iso Cy5
Abbreviations: Cy5, CyChrome (PE-Cy5 conjugate); FITC, fluorescein isothiocyanate; MP, microparticle; PE, phycoerythrin.
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